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I. Rozwinigcia skrotéw i nazwy linii komoérkowych.

3T3-F442A — linia fibroblastycznych preadipocytéw uzyskana z mysich embrionow
3T3-L1 — linia fibroblastycznych preadipocytow uzyskana z mysich embrionéw

AF — domena transaktywacji ekspresji w biatkach PPAR

AKT - serynowo/treoninowa kinaza biatkowa

ANOVA — metoda statystyczna analizy wariancji

AP-1 — czynnik transkrypcyjny

ARE — sekwencje RNA bogate w nukleotydy adeninowe i uracylowe
ATCC — American Type Culture Collection

ATP — trifosforan adenozyny

BAT — brazowa tkanka tluszczowa

BCA — metoda oznaczania stezenia biatka wykorzystujaca kwas bis-cynchoninowy
BMDMs — komoérki makrofagdéw szpikowych

BMPs — biatka morfogenetyczne ko$ci

BSA — bydleca albumina surowicza

bZip — domena zamka leucynowego

C/EBP — czynnik transkrypcyjny wiagzacy sekwencje CCAAT

C3H10T1/2 — linia komorkowa uzyskana z embrionéw myszy typu C3H
cAMP — 3',5'-cykliczny adenozynomonofosforan

CCR - silnie zakonserwowany C-koncowy region w biatku MCPIP1
CD34 — biatko powierzchniowe komorek hematopoetycznych

cDNA — komplementarne DNA

ChIP — metoda immunoprecypitacji chromatyny

CHOP — homolog biatek C/EBP

CREB - czynnik transkrypcyjny wigzacy sekwencj¢ odpowiedzi na cAMP
DBD — domena biatek PPAR wigzaca DNA

DEN — wirus dengi

DEPC — dwuweglan dietylu

DHS5a — szczep bakterii E. Coli, opisany przez Douglas Hanahan

DMEM - pozywka hodowlana receptury Eagle, zmodyfikowana przez Dulbeco
DMI — pozywka roznicujaca do komorek 3T3-L1

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

DNaza — enzym nukleolityczny trawigcy DNA

dNTP — trifosforan deoksynukleotydu

DUB - alternatywna nazwa obszaru domeny PIN w biatku MCPIP1, nawigzujaca do
hipotetycznej aktywnosci deubikwitynujacej

EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy

EGFP — biatko zielonej fluorescencji, mutant GFP

EMSA — test retardacji zelowej

ER — retikulum endoplazmatyczne

ERK1/2 — kinazy biatkowe aktywowane czynnikami zewnatrzkomorkowymi
EV71 — enterowirus 71

Fabp4 — biatko wigzace kwasy tluszczowe

FBS — surowica bydleca ptodowa

FGF — czynnik wzrostu fibroblastow

GFAP — kwasne biatko wldkienkowe

GFP — biatko zielonej fluorescencji

GLUT4 — regulowany insuling transporter glukozy

GSK3p — kinaza syntezy glikogenu

GTC — izotiocyjanian guanidyny



HCV — wirus zapalenia watroby typu C

HEK293 — linia komdrkowa wyprowadzona z nerki ludzkiego embrionu
HeLa — linia ludzkiego raka szyjki macicy

HepG2 — linia komorek ludzkiego watrobiaka

HIV — ludzki wirus niedoboru odpornosci

HT1080 — linia ludzkich komoérek widkniakomigsaka

HUVEC - linia ludzkich komoérek nabtonka zyly pepowinowe;j
IBMX — 3-izobutylo-1-metyloksantyna

IGF1 — insulinopodobny czynnik wzrostu 1

IKK — kinaza IxB

IL — interleukina

IxBa — inhibitor NF-xB

JAK — tyrozynowa kinaza biatkowa

JEV — wirus Japonskiego zapalenia mozgu

KLF4 — czynnik transkrypcyjny

LAP — jedna z izoform C/EBPf

LAP* — jedna z izoform C/EBPf

LB — pozywka bakteryjna opracowana przez Bertani w 1954 r.
LBD —C-koncowa domena bialek PPAR wigzaca ligand

LIP — jedna z izoform C/EBPf

LPS — lipolisacharyd, element $ciany bakterii Gram(-)

LTA — kwas lipotejchojowy

Maltl — parakaspaza

MAP — kinazy aktywowane mitogenami

MCE - klonalna ekspansja mitotyczna

MCP-1 — bialko chemotaktyczne monocytow

MDA-MB-231 — linia ludzkiego gruczolakoraka (adenocarinoma)
MEM - pozywka hodowlana

MG-132 — inhibitor proteasomu

miRNA — mikro RNA, pojedyncza, krotka ni¢ RNA regulujaca ekspresj¢ innych genow
M-MLV RT - odwrotna transkryptaza pochodzaca z malpiego wirusa biataczki
mRNA — matrycowy RNA

MSCs — mezenchymalne komorki macierzyste

NCBI — Narodowe Centrum Informacji Biotechnologicznej w USA
NEMO - biatko modulujace aktywnos$¢ NF-«kB

NF-«B — czynnik transkrypcyjny B

NLS — sygnat lokalizacji jadrowe;j

NT2D1 — linia ludzkich komorek neuroprogenitorowych

NYN - alternatywna nazwa domeny PIN w biatku MCPIP1
PAMPs — wzorce molekularne zwigzane z patogenami

PBS — 56l fizjologiczna buforowana fosforanami

PCR - reakcja tancuchowa polimerazy

PEI — polietylenoimina

PEPCK — karboksykinaza fosfoenolopirogronianu

Pfu — polimeraza termostabilna izolowana z Pyrococcus furiosus
PIN — domena o aktywnosci rybonukleolitycznej

PMA — 12-mirystylo-13-octan forbolu

PPARYy — steroidowy receptor jadrowy, czynnik transkrypcyjny
PPRE — element DNA wigzany przez biatka PPAR

Pre-miRNA — RNA w postaci spinki, prekursor mikro RNA
PRR — region w biatku bogaty w proling

PVDF - polifluorek winylidenu



Rb - biatko retinoblastoma

RIPA — bufor lizujacy do komorek

RNA — kwas rybonukleinowy

RNaza — enzym nukleolityczny trawigcy RNA

RXR — kofaktor biatka PPAR

S6K1 — serynowo/treoninowa kinaza biatkowa
SCDI1 — desaturaza stearoilo-CoA

SDS — dodecylosiarczan sodu

SINV — wirus Sindbis

siRNA — RNA w postaci spinki, regulujace ekspresj¢ innych genow
SOX9 — czynnik transkrypcyjny

SRF — kofaktor czynnika transkrypcyjnego Elk-1
STAT3 — czynnik transkrypcyjny

TAKI1 — kinaza aktywowana TGFf3

TBS — 56l fizjologiczna buforowana TRIS

TCR — receptor limfocytow T

TGFP — transformujacy czynnik wzrostu f3

Th CD4+ — subbpopulacja limfocytow

THP-1 — linia ludzkiej ostrej biataczki monocytarne;j
TLR — receptory toll-like

TNF — czynnik nekrozy nowotworéw

TRIS — organiczny zwigzek buforujacy

tRNA — transportujacy RNA

TTP — tristetraprolina

U0126 — inhibitor ERK1/2

U937 —linia ludzkiej biataczki monoblastyczne;j
UBA — jedna z domen biatka MCPIP1

UCP1 — termogenina, biatko rozprzg¢gajace gradient protonow
USP10 — deubikwitynaza 10

UTR - rejon transkryptu nie podlegajacy translacji
VSV - wirus pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej
VV — wirus ospy i poélpasca

WAT — biata tkanka tluszczowa

ZF — palec cynkowy



I1. Wstep.

1. Tkanka tluszczowa.

1.1. Typy tkanki tluszczowej.

U czlowieka wyrézniono dwa zasadnicze typy tkanki thuszczowej — biatg 1 brazowa.
Roéznig si¢ one morfologia i1 funkcja oraz rozmieszczeniem w ciele. Biata tkanka
thuszczowa (WAT, ang. white adipose tissue) budowana jest przez adipocyty wypetnione
duza, najczesciej pojedyncza kropla thuszczowa. Objeto$¢ cytoplazmy jest w tych
komorkach znikoma. WAT kumulowana jest przede wszystkim pod skora oraz wokot
organdw wewnetrznych. Oprocz adipocytow w jej sklad wchodza roéwniez fibroblasty,
preadipocyty, komorki $rodbtonka, komorki nerwowe i komoérki odpornosciowe (18).
Zmagazynowane w komorkach ttuszczowych lipidy (trdjglicerydy alias triacyloglicerole)
sa substratami energetycznymi uwalnianymi w stanie glodu po zadziataniu odpowiednich
sygnatow hormonalnych. Jednakze WAT petni réwniez wazng funkcje wydzielniczg -
syntezowane przez nig hormony i cytokiny reguluja homeostaz¢ energetyczng organizmu.
Stad, dysfunkcja WAT stanowi gltowng przyczyng¢ chorob metabolicznych takich jak
otytos¢, cukrzyca typu 2, kacheksja w chorobie nowotworowej i lipodystrofia (29).

Dla odmiany, bragzowa tkanka ttuszczowa (BAT, ang. brown adipose tissue) bierze udzial
gtéwnie w termogenezie. Wystgpuje w postaci matych depozytow wokot kregostupa, nad
obojczykami i przy nadnerczach, ale jej objetos¢ zwigksza si¢ w czasie ekspozycji ciata na
chiéd. Adipocyty tkanki bragzowej wypelnione s3 wieloma drobnymi kroplami
thuszczowymi 1 posiadaja duza liczbe mitochondriow (54). Biatkiem najbardziej istotnym
dla funkcji BAT jest termogenina, nazywana tez biatkiem UCP1 (ang. uncoupling protein
1), umozliwiajagca egzotermiczne rozprzggnigcie gradientu protondw bez generowania
ATP.

Omowione w dalszej czgsci pracy procesy powstawania komorek thuszczowych
(adipogenezy) beda dotyczyly adipocytow biatych. Specyfika réznicowania adipocytow

brazowych omoéwiona zostala szeroko m.in. przez Seale i wsp. (129).

1.2. Adipogeneza.
Rozwdj biatej tkanki ttuszczowej u ludzi rozpoczyna si¢ juz w czternastym tygodniu
rozwoju ptodowego (157) i gwaltownie przyspiesza po urodzeniu wskutek zwigkszonej

podazy pokarmu. U zwierzat, liczba adipocytéw ro$nie u osobnikéw mtodocianych, ale u



osobnikow dorostych pozostaje stata (46). Jednakze u zwierzat karmionych dietg
wysokottuszczowa, wykazano zaréwno przyrost objetosci adipocytdw, jak i ich liczby (71,
81). Wcigz bez jednoznacznej odpowiedzi pozostaje pytanie, czy jest podobnie w
przypadku ludzi. W intersujagcym badaniu przeprowadzonym z uzyciem izotopow wegla
1C pokazano, ze u dorostych ludzi pula adipocytow jest wprawdzie stata, ale podlega
ciggtemu odnowieniu, szacowanemu na 10 % komorek rocznie. Co ciekawe, tempo tego
procesu nie zalezy od stosowanej diety (139). Ponadto, w innym badaniu wykazano, ze
nawet po znaczacej utracie wagi przez otylych dorostych, liczba adipocytow jest
zachowana, a zmniejsza si¢ jedynie objetos¢ komoérek (90). Poniewaz zmniejszenie
objetosci adipocytoéw pociaga za soba deficyt leptyny, wzmaga si¢ apetyt 1 jednoczes$nie
zmniejsza si¢ tempo metabolizmu. W niedtugim czasie prowadzi to do przywrdcenia
wyjsciowej masy tkanki tluszczowej (90). Nie dziwi wigc fakt, ze 2/3 otylych dzieci
pozostaje otyta réwniez w dorostosci, a tylko okoto 10 % dzieci szczuptych rozwija
otytos¢ w wieku dorostym (27). Wzigwszy pod uwage powyzsze doniesienia, mozna
przypuszczaé, ze powiekszanie si¢ tkanki thuszczowej u dorostych ludzi nastepuje gtownie
wskutek pgcznienia adipocytdw, bez udzialu aktywnej adipogenezy. Pecznienie komorek
postepuje do czasu osiagnigcia pewnej krytycznej objetosci, zdefiniowanej we wezesnych
etapach zycia. Dopiero przyjmowanie statych nadwyzek energetycznych, przekraczajacych
te pojemnos¢, wymusza powstanie nowych adipocytow z komoérek prekursorowych —

preadipocytéw i macierzystych komoérek mezenchymalnych.

1.2.1. Modelowe komorki prekursorowe adipocytow.

Adipocyty, podobnie jak osteoblasty, chondrocyty 1 mioblasty, pochodza od
mezenchymalnych komorek macierzystych (32). Proces ich roznicowania, zwany
adipogeneza, mozna podzieli¢ na dwie fazy. W fazie pierwszej, macierzysta komorka
mezenchymalna podlega ukierunkowaniu tkankowemu (ang. commitment), traci wowczas
multipotencjalny charakter i przeksztalca si¢ w komorke zdeterminowang do adipogenezy
— preadipocyt. Faza druga adipogenezy to rdéznicowanie koncowe (ang. fterminal
differentiation), w czasie ktorego preadipocyt, pod wptywem czynnikdw adipogennych,
takich jak glukokortykoidy i insulina, przeksztalca si¢ w komorke wypetiong thuszczem —

adipocyt.

Z badan nad identyfikacja markeréw biatkowych, charakteryzujacych mysie 1 ludzkie
komorki macierzyste zasiedlajace tkanke tluszczowa wiadomo, ze podstawowym

markerem progenitorow preadipocytow jest ekspresja CD34 1 Z{p423 (8, 40). Oprocz
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CD34 wyrdzniono jeszcze 1 inne markery powierzchniowe, pozwalajagce na
selekcjonowanie 1 hodowle in vitro progenitorow adipocytow. Jednakze ze wzgledow
praktycznych, w badaniach rzadko stosuje si¢ hodowle pierwotne, kierujac uwage w strong
modeli komorkowych. Spos$rod modeli komodrek progenitorowych (macierzystych),
szeroko stosowanym jest linia C3H10T1/2. Uzyskano je z mysich embrionéw C3H (121).
Sa to komorki multipotencjalne, zdolne do réznicowania w kierunku miocytow,

osteocytow, chondrocytow i adipocytow (116).

Sposrod modeli preadipocytéw, a wiec komoérek bardziej dojrzatych i ukierunkowanych
tkankowo, uzywa si¢ najczesciej linii 3T3-F442A 1 3T3-L1. Podobnie jak C3H10T1/2,
zostaly one uzyskane z mysich embrionow, w tym przypadku szczepu Swiss (37). Dojrzate
adipocyty rozwijaja si¢ z nich in vitro w ciagu 8-10 dni po zadziataniu stymulantow -
insuliny, glukokortykosteroidu (deksametazonu) i inhibitora fosfodiesterazy cAMP
(IBMX, tj. 3-izobutylo-1-metyloksantyny). 3T3-F442A 1 3T3-L1 s3 zdolne do
réznicowania takze in vivo po wszczepieniu myszom bezgrasicznym (92, 131). Uwaza sig,
ze sposrod tych dwu linii preadipocytarnych, 3T3-L1 sg mniej dojrzate, gdyz ekspresjonuja
wigcej inhibitora adipogenezy - Wnt-10b. Gwaltowne obnizenie ekspresji Wnt-10b jest
konieczne dla réznicowania preadipocytow i1 nastepuje pod wplywem hormonalnej
stymulacji adipogenezy (123).

Stosowanie linii klonalnych w badaniach niesie ze soba pewne ograniczenia. Pierwszym
jest to, ze rozwijaja one wylacznie adipocyty biate. Po drugie, linie preadipocytow sa
aneuploidalne, co moze wptywaé na ich potencjal do réznicowania, a badania z ich
uzyciem nie uwzgledniaja kontekstu tkankowego. Ponadto, nie ma jak dotad linii
odzwierciedlajacych rozny status adipocytow w zalezno$ci od lokalizacji tkanki
thuszczowej. Tymczasem adipocyty izolowane z depozytéw biatej tkanki tluszczowe;j
rozmieszczonych pod skora, na jelitach i na gonadach réznig si¢ potencjatem do
adipogenezy 1 aktywnos$cig metaboliczng (91, 127).

Pomimo ograniczen, badania z uzyciem obu linii komdérkowych umozliwity okreslenie
mechanizmow genetycznych rzadzacych adipogeneza. Wiele z odkry¢ zostalo potem
potwierdzonych in vivo. Przede wszystkim udato si¢ opisa¢ molekularne mechanizmy

rzadzace ekspresja gendOw w czasie réznicowania.

1.2.2. Podloze molekularne adipogenezy.
Wiele czynnikéw zewnatrzkomérkowych wplywa na to czy komoérka macierzysta

przeksztalci si¢ w adipocyt. Wérdd nich s3 m.in. biatka morfogenetyczne kosci,
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transformujacy czynnik wzrostu B (TGFp), insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (IGF1),
interleukina 17 (IL-17), czynniki wzrostu fibroblastow 1 i 2 (FGF1, FGF2) (20). Réwniez
czynniki fizyczne, jak ksztalt komorki reguluja proces rdznicowania (26), stad
réznicowaniu towarzyszy aktywna przebudowa macierzy zewnatrzkomorkowej (22). Z
badan prowadzonych zaréwno in vivo, jak i in vitro wynika, ze podczas adipogenezy
konieczne jest wyciszenie szlaku WNT oraz szlaku hedgehog (HH) (20) .

Zdefiniowano cze$¢ wewnatrzkomérkowych regulatorow adipogenezy. Sa wsrdd nich
glutation, szlak JAK-STATS3, szlak przekazu sygnalu z udziatem biatek SMAD, S6K1 oraz
elementy kaskady sygnatowej receptora insuliny, tj. AKT 1 pirofosforan inozytolu.
Sposrod regulatorow transkrypcji wyrdznia si¢: bialko retinoblastoma (Rb), p53,
protoonkogen c-Maf, biatko ZFP423 1 SOX9 (33).

Koncowym réznicowaniem preadipocytow steruje sie¢ czynnikow transkrypcyjnych.
Dziatajac synchronicznie, czynniki te uruchamiajg i podtrzymuja procesy syntezy i
akumulacji thuszczéw. Sa one takze odpowiedzialne za sprze¢zenie sygnatu od insuliny z
odpowiedzig metaboliczng, m.in. z transportem glukozy 1 kwaséw thuszczowych.

Wsrod tych czynnikoéw transkrypeyjnych sa: rodzina biatek C/EBP 1 biatko PPARY.

Czynniki transkrypcyjne 7 rodziny C/EBP.
Biatka C/EBP (ang. CCAAT/enhancer binding protein) naleza do duzej rodziny czynnikdw
transkrypcyjnych typu bZip (ang. basic leucine zipper). Wszystkie C/EBP posiadajg C-
koncowa domene zamka leucynowego, niezbedna do dimeryzacji i domene zasadowa
umozliwiajaca przytaczenie biatka do DNA (77). Scharakteryzowano szesciu cztonkow
rodziny C/EBP: C/EBPa, C/EBPB, C/EBPy, C/EBP3, C/EBPe i CHOP. W tkance
tluszczowej biatej oraz brazowej ekspresji ulegaja biatka C/EBP a, B i1 8. Biatka z rodziny
C/EBP moga tworzy¢ homodimery lub heterodimery 1 wigza¢ te same sekwencje
konsensusowe DNA (143).
Jak wynika z badan nad linig 3T3-L1, ekspresja bialek C/EBP w trakcie adipogenezy
uruchamiana jest w S$cisle okreslonych, sekwencyjnie nastepujacych przedziatach
czasowych. Najpierw, wskutek stymulacji hormonalnej inicjujagcej rodznicowanie,
syntezowane sg C/EBPP i1 8. Nastgpnie oba biatka aktywuja ekspresj¢ C/EBPa 1 biatka
PPARy. Dalej, C/EBPa i PPARYy wzajemnie podtrzymuja swoja ekspresje i wspdlnie
uruchamiaja syntez¢ biatek efektorowych, odpowiedzialnych za fenotyp dojrzatych
adipocytow (20).
Dla biatka C/EBP opisano trzy izoformy. Rozni je dtugos¢ tancuchéw polipeptydowych,
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wynikajaca z obecnosci alternatywnych kodonéw startu translacji. Najczg$ciej wystepujaca
izoformg C/EBPf jest LAP (35 kDa), nast¢gpnie LAP* (38 kDa) i LIP (20 kDa). LIP moze
dziata¢ jako inhibitor aktywnoS$ci transkrypcyjnej pozostatych biatek z rodziny C/EBP
poprzez formowanie niefunkcjonalnych heterodimeréw (111).

Pierwsze badania nad funkcja C/EBPP ujawnily jego zaangazowane w szlak inicjacji
procesow zapalnych. Pdzniejsze eksperymenty in vivo i in vitro udowodnity, jak wazne jest
to biatko réwniez z perspektywy powstawania adipocytéw. Pokazano, Ze fibroblasty
izolowane z embriondw myszy z wylaczonymi allelami (ang. knock-out) gendw Clebpp i
Clebpd (Clebpf’”, Clebpd™) nie ulegaja adipogenezie pomimo prawidlowej ekspresji
C/ebpo. i Ppary (144). Wylaczenie ekspresji genu C/ebpd nie powstrzymuje roznicowania i
komorki przeksztatcaja sie¢ w dojrzate adipocyty. Jednak wytaczenie ekspresji genu C/ebpf
zatrzymuje adipocyty we wczesnej fazie roznicowania, a myszy C/ebpf’ nie wykazuja
przyrostu tkanki ttuszczowej, nawet pod wptywem diety wysokotluszczowej (98).

W eksperymentach in vitro pokazano, ze ekspresja egzogenna genu C/ebpf, ale nie C/ebpd,
wywotuje w komodrkach 3T3-L1 spontaniczne roznicowanie, tj. nawet przy braku
hormonalnych czynnikéw inicjujacych. Co wigcej, normalnie nie podlegajace
adipogenezie fibroblasty NIH-3T3 réznicuja pod wptywem hormonoéw jesli wywota si¢
ekspresje egzogennego C/ebpP. Podobny, cho¢ stabszy efekt wywotuje réwniez ekspresja
egzogennego C/ebpd (167). Pokazuje to, ze C/ebpp jest biatkiem niezbednym nie tylko w
indukcji réznicowania preadipocytow, ale 1 we wczes$niejszym etapie, to jest w

determinacji $ciezki r6znicowania komorek pluripotentnych.

Ekspresja C/ebpp w nier6znicujacych preadipocytach jest na niskim poziomie, a samo
biatko zwigzane jest z DNA w rejonach ,,adipogennych” (ang. adipogenic hotspots), ktore
tymczasowo jednak nie ulegaja ekspresji. W przeciggu kilku godzin od stymulacji
hormonalnej, ekspresja genu C/ebpf (oraz C/EBPJ) gwaltownie rosnie (167). Ekspresja
C/ebpp indukowana jest przez cAMP 1 jego agonistow poprzez fosforylacje i aktywacje
czynnika transkrypcyjnego Creb (ang. cAMP-responsive element-binding protein) (175).
Wiadomo, ze takze szlak JAK2/STAT3 promuje ekspresj¢ C/ebpp (176), oraz ze
bezposrednim induktorem, sprz¢zonym zwrotnie negatywnie z ekspresja Clebpp jest
czynnik KlIf4 (ang. Kriippel-like factor 4) (9). Oprocz regulacji ekspresji na poziomie
transkrypcji, C/ebpp podlega w adipogenezie réwniez regulacji potranslacyjnej. Niezbgdna
do oddziatywania z DNA fosforylacja C/ebp prowadzona jest przez kinazy MAP i kinaze
syntazy glikogenu GSK3B (145). Z kolei aktywujaca acetylacja C/ebpp nastepuje w
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wyniku dziatania glukokortykosteroidow (160).

Po indukcji ekspresji genow C/ebpf 1 C/ebpd, rdéznicujace preadipocyty linii 3T3-L1 1 3T3-
F442A podlegaja $rednio dwém rundom podziatéw komdrkowych w procesie okreslanym
jako klonalna ekspansja mitotyczna (ang. mitotic clonal expansion, MCE). Jest to krok
konieczny w réznicowaniu koncowym. Zahamowanie przejscia do fazy S w czasie MCE
blokuje dalszy program adipogenezy w komorkach 3T3-L1, podobnie jak zahamowanie
syntezy DNA w komorkach 3T3-F442A (146). Preadipocyty podlegaja MCE jednoczes$nie,
poniewaz w czasie stymulacji do roznicowania zsynchronizowane sa w cyklu
komoérkowym na skutek kontaktowej inhibicji wzrostu. Po 1-2 rundach mitozy, komorki
wychodza z cyklu komérkowego i w przeciagu kolejnych 4-6 dni przeksztalcaja si¢ w
dojrzate adipocyty (146). MCE zostata dobrze opisana dla linii 3T3-F442A i1 3T3-L1, nie
zaobserwowano jej natomiast dla pierwotnych preadipocytow ludzkich, izolowanych z
tkanki ttuszczowej 1 stymulowanych do réznicowania in vitro. By¢ moze dlatego, ze takie
preadipocyty sa komodrkami bardziej dojrzatymi i faza MCE przebiegla u nich jeszcze w
tkance.

Podzialy klonalne zatrzymuja si¢ wraz ze spadkiem ilo$ci 1 aktywnos$ci C/ebpf 1 wzrostem
aktywnosci transkrypcyjnej C/ebpa. C/ebpa jest regulatorem transkrypcyjnym ekspresji
wielu genow pozniejszej fazy roznicowania, m.in. desaturazy stearoilo-CoA (SCD1) (17),
karboksykinazy fosfoenolopirogronianu (PEPCK) (114), transportera glukozy (GLUT4)
(59) 1 biatka UCP1 (173). W eksperymentach in vitro pokazano, ze wyciszenie ekspresji
C/ebpa blokuje adipogenezg, natomiast ekspresja egzogennego C/epba w preadipocytach
3T3-L1 blokuje podziaty mitotyczne i indukuje roznicowanie do adipocytéw niezaleznie
od stymulacji hormonalnej. Podobny efekt wywotuje ekspresja egzogennego C/ebpa w
fibroblastach NIH-3T3 (28). Istotno$¢ C/ebpa dla adipogenezy potwierdzono w badaniach
in vivo - myszy z wylaczonym genem C/ebpa maja silnie zredukowang mase bragzowej i

biatej tkanki thuszczowej (155).

Czynnik transkrypcyjny PPARYy.

Jak wspomniano, koncowe roéznicowanie do adipocytow nie bytoby mozliwe bez udzialu
receptora jadrowego PPARY (ang. peroxisome proliferator-activated receptor) (13).
PPARYy (podobnie jak PPARa i PPARP/S) jest czynnikiem transkrypcyjnym aktywowanym
ligandem 1 zalicza si¢ do nadrodziny receptoréow jadrowych. Cho¢ kazdy z PPAR
kodowany jest przez inny gen, bialka maja podobng struktur¢ domen. W N-koncowe;j

czesci znajduje si¢ domena transaktywacji niezalezna od liganda (AF1), po niej jest
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wysoce konserwatywna domena wigzaca DNA (DBD) i C-koncowa domena wiazaca
ligand (LBD), posiadajaca element zdolny do transaktywacji ekspresji zaleznej od liganda
(AF2) (7). Alternatywne sktadanie pre-mRNA 1 ro6zne miejsca inicjacji transkrypcji
powoduja, ze PPARy wystepuje w dwodch izoformach: PPARy1 i dluzszej o 30 N-
koncowych aminokwasow PPARy2. PPARyl wulega ekspresji w adipocytach,
preadipocytach, a takze w innych tkankach pochodzenia mezenchymalnego (80). Ekspresja
PPARY2 ograniczona jest do adipocytéw i to wilasnie ono odgrywa kluczowa role w
adipogenezie.

Ligandy syntetyczne PPARy to tiazolidinediony, stosowane powszechnie w leczeniu
insulinoopornosci (79). Z kolei aktywatorem endogennym jest np. metabolit szlaku syntezy
prostaglandyn 15d-PGJ2. Ligandy umozliwiaja dimeryzacj¢ PPARY i innego receptora
jadrowego — biatka RXR (ang. retinoid-X receptor). Powstaly heterodimer wiaze si¢ w
rejonie promotora do specyficznych sekwencji DNA okreslanych jako PPRE (ang. PPAR
responsive elements). Aktywno$¢ kompleksu PPARY/RXR jest regulowana na wielu
poziomach 1 moze odbywaé¢ si¢ wskutek asocjacji odpowiednio z korepresorami (np.
(NCoR)/deacetylaza 3 histonowa; HDAC3) lub koaktywatorami (np. biatko zwigzane z
receptorem hormonu tarczycy; TRAP220), a takze wskutek potranslacyjnych modyfikacji
PPARy, w tym fosforylacji, SUMO-ilacji i ubikwitynacji (64).

Oprocz bezposredniej aktywacji ekspresji gendow zwigzanych z dojrzewaniem i funkcja
adipocytow, PPARY dziata réwniez jako transrepresor, to jest hamuje aktywno$¢ innych
czynnikow transkrypcyjnych, w tym NF-xkB i AP-1. Pozwala to PPARy na zmniejszanie
stanu zapalnego (115).

Zmianom ekspresji genow w czasie adipogenezy towarzyszy efekt fenotypowy - komorki
prekursorowe ulegaja konwersji morfologicznej i funkcjonalnej, przeksztalcajac si¢ z
wydtuzonych fibroblastycznych preadipocytow w wypetione kroplami lipidowymi
dojrzate adipocyty.

1.3. Stan zapalny tkanki thuszczowej.

Od kilkudziesigciu lat znany jest klinicystom zwigzek migdzy otylo$cig a cukrzyca typu 2,
nazywang tez cukrzyca insulinoniezalezng (58). Mechanizm tej zaleznos$ci dilugo
pozostawal nieodgadniony. Prace ostatniego dziesig¢ciolecia pokazuja, ze moze nim by¢
stan zapalny rozwijajacy si¢ w tkance tluszczowej. Pierwszy raz stan zapalny 1 jego skutki
zdrowotne powigzano z tkanka thuszczowa gdy odkryto, ze tkanka thuszczowa oséb otytych

posiada wysoka ekspresj¢ TNF (50). Pozniej zidentyfikowano réwniez inne czasteczki
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prozapalne, tj. IL-18 i IL-6, IL-18, iNOS, TGF-B1, biatko CRP i MCP-1 (3, 62, 149).
Okazalo si¢ rowniez, ze w otyloSci czesto podwyzszone jest stezenie bialek ukladu
krzepnigcia krwi. Zaburzona jest rowniez produkcja hormondéw wydzielanych przez tkanke
thuszczowa — rezystyny i adiponektyny (66, 75).

Cho¢ niektore ze wskazanych chemokin i czasteczek prozapalnych syntezowane sg przez
powigkszone adipocyty (138), gldownym Zrddlem ich syntezy sa makrofagi i inne leukocyty
rezydujace w tkance tluszczowej. Wykazano, ze liczba makrofagdw oraz komoérek T
(CD4" i CD8") i komérek NK zwicksza sie w tkance trzewnej u ludzi i myszy wraz z
tyciem (108, 130, 158). Co ciekawe, w obrgbie nadmiernie rozro$ni¢tej tkanki thuszczowe;j
wzmozona jest konwersja makrofagdw typu 2, wydzielajacych cytokiny przeciwzapalne
(m.in. IL-10), do makrofagdéw typu 1, o charakterze prozapalnym, wydzielajacych m.in.
IL-1B, TNF, IL-6. Konwersji sprzyjaja obecne juz w bardzo wczesnej fazie
insulinoopornosci komorki odpowiedzi nabytej - limfocty cytotoksyczne T CDS§',
limfocyty pomocnicze Thl, Th17 (130, 159). Z kolei chudnigciu, a wigc zmniejszaniu
objetosci tkanki thuszczowej, towarzyszy zmniejszenie infiltracji tkanki przez komorki
odpornos$ciowe 1 obnizenie ekspresji genéw kodujacych biatka prozapalne. Klinicznym
efektem towarzyszacym tym zmianom jest zwickszenie wrazliwo$ci na insuling, obnizenie

ryzyka cukrzycy typu 2 i miazdzycy serca (72).

1.3.1. Geneza stanu zapalnego w otylosci.

Zaobserwowano, ze makrofagi w tkance tluszczowej kumulujg si¢ wokdt martwych
adipocytow. Wysnuto wigc przypuszczenie, ze infiltracja leukocytow wywotywana jest
nekroza/apoptoza adipocytow, a dochodzi do niej wskutek stresu komorkowego (19).
Jedna z mozliwych przyczyn stresu komoérkowego adipocytow jest lipotoksycznosé.
Przejawia si¢ ona aktywacja receptora TLR4 (ang. Toll-like receptor 4) przez wolne kwasy
thuszczowe, aktywacja kinazy biatkowej C lub JNK przez pochodne kwaséw ttuszczowych
(diacyloglicerol, ceramidy) i aktywacja inflamasomu NLRP3 przez lipidy (119, 141).
Druga z mozliwych przyczyn stanu zapalnego jest stres retikulum endoplazmatycznego
(ER) w adipocytach. Stres retikulum endoplazmatycznego wystepuje gdy komorka
poddana jest fluktuacji substratéw energetycznych i odzywczych, dziataniu toksyn,
infekcji wirusowych, hipoksji, akumulacji niesfaldowanych biatek, a takze konieczno$ci
ich zwigkszonej syntezy, przy jednoczesnym braku mozliwosci powigkszania si¢ samego
organellum. Te ostatnie czynniki wystgpuja podczas hipertrofii adipocytow, kiedy to

gromadzeniu nadmiaru substratow energetycznych nie towarzyszy aktywna adipogeneza i
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powigkszajace si¢ krople lipidowe zmniejszaja przestrzen cytoplazmatyczng. Stres ER
indukuje w komorce ztozong odpowiedz nazywang UPR (ang. Unfolded Protein Response),
ktéra ma na celu przywrdcenie retikulum prawidlowe;j funkcji. Szlaki UPR sa powigzane z
uktadami prozapalnymi JNK—-AP-1 i IKK-NF-kB (93).

Trzecim niepodwazalnym czynnikiem dysfunkcji metabolicznej 1 endokrynnej, jakie
towarzysza otylosci i przyczyniaja si¢ do powstania stanu zapalnego tkanki tluszczowe;j
jest hipoksja. Skojarzone z otytosciag obnizenie przeptywu krwi przez tkanke thuszczowa u
ludzi opisano po raz pierwszy w 1966 roku (78). Efekt ten potwierdzono potem zaréwno u
ludzi, jak i zwierzat. Badania na szczurach pokazaty, ze hipoksja wystepuje u zwierzat
otytych diabetycznych, ale nie u zwierzat diabetycznych o prawidtowej masie ciala (61).
Badania populacyjne ludzi réwniez wskazuja na istnienie zaleznosci mig¢dzy otyloscia,
hipoksja a opornoscig na insuling (36, 151). Hipoksja tkanki thuszczowej wystepuje gdy
zapotrzebowanie na tlen przekracza mozliwosci jego dostarczania. W otylosci
niewystarczajaca dostepnos¢ tlenu w tkance tluszczowe;j jest efektem jej niewystarczajacej
waskularyzacji. Wykazano, ze sposrdd dwoch kluczowych w angiogenezie czynnikow -
Vegf 1 Pdgf, ekspresja ostatniego jest w tkance tluszczowej otytych myszy znaczaco
obnizona (113). Stabemu utlenowaniu tkanki sprzyja ponadto wazokonstrykcja wynikajaca
z podwyzszonego poziomu TNF i angiotensyny II (2). Niedotlenieniu adipocytow sprzyja
réwniez wzrost hipertroficzny. Adipocyty hipertroficzne moga w tkance osiagnaé rozmiar
nawet 150 pm (u myszy) (11), tymczasem tlen dyfunduje w tkance na odlegtos¢ okoto 120
um (43).

Hipoksja aktywuje stan zapalny za posrednictwem dwoch czynnikéw transkrypcyjnych:
HIF-1a 1 NF-xB. Kazdy z nich zawiaduje transkrypcja szeregu gendw prozapalnych i
angiogennych. Z tego powodu uwaza si¢, ze hipoksja nie tylko moze by¢ skutkiem, ale 1
pierwotng przyczyna stanu zapalnego tkanki tluszczowej w otylosci. Przemawia za tym
takze obserwacja, ze hipoksji tkanki thuszczowej towarzyszy stres ER, stres oksydacyjny,
apoptoza i nekroza adipocytdw, a takze zmniejszenie syntezy adiponektyny i indukcja

syntezy leptyny (47, 150).

1.3.2. Zahamowanie adipogenezy przez stan zapalny.

Negatywny wplyw stanu zapalnego na przebieg adipogenezy dobrze ilustruje eksperyment,
w ktorym preadipocyty stymulowano do roéznicowania w obecnosci TNF. Po pierwsze,
TNF obnizat ekspresj¢ adipogennych czynnikéw transkrypcyjnych C/EBPa, C/EBPB i

C/EBPS. W sposdb posredni obnizona zostala rowniez ekspresja transportera glukozy
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GLUT4 i glownego genu pdznego réznicowania - PPARy (126). Oprocz zmniejszenia
ekspresji, TNF obnizal takze aktywnos$¢ transkrypcyjng PPARy (31). Powyzsze efekty
zalezaly od aktywacji szlaku IKK/NF-«B i byty zniesione w obecnosci represora NF-kB -
IxBa (ang. Inhibitor kappa B alfa) (126). Oprocz aktywacji szlaku NF-xB, TNF, jak
réwniez IL-6, hamuje $ciezke sygnatowa insuliny poprzez obnizenie ekspresji i
dezaktywacje biatka IRS-1. Powoduje tym powstanie oporno$ci adipocytéw na insuling, co
skutkuje przesunigciem rownowagi od lipogenezy w kierunku lipolizy i uniemozliwia
akumulacje kropel lipidowych przez réznicujace preadipocyty (159).

Mediatory stanu zapalnego obecne w tkance tluszczowej prowadza rowniez do
zmniejszenia liczby preadipocytow. Zaobserwowano, ze w podskornej tkance tluszczowe;j
otytych ludzi jest mniej preadipocytdow niz u oséb szczuptych (53). Przyczyny upatruje si¢
w transwersji preadipocytow do komorek innego typu, m.in. do komoérek fenotypowo
zblizonych do makrofagow. Tezg t¢ popiera obserwacja, ze u otytych nawet 50 % komorek
tkanki tluszczowej charakteryzuje ekspresja CD68, markera makrofagdéw (158), oraz ze
preadipocyty in vitro zdolne sa do nabycia cech makrofagow (14). Oprocz tego
dowiedziono, ze otylos¢ koreluje pozytywnie z liczbg komorek macierzystych
(prekursorowych) (53). Mozliwe wiec, ze w otyloSci adipogeneza zahamowana jest
zarbwno na etapie przeksztatlcania komoérek prekursorowych w preadipocyty, jak i1 na
etapie réznicowania preadipocytow do adipocytow. Zamiast podlega¢ adipogenezie,
preadipocyty konwertuja natomiast do makrofagéw. Koncepcja o uposledzeniu
adipogenezy wskutek obecnosci chronicznego stanu zapalnego w tkance ttuszczowej jest

obecnie szeroko akceptowana (3, 94,130).
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2. Biatko MCPIP1.

2.1. Odkrycie MCPIP1 i charakterystyka ogolna.

Bialko MCPIP1 zostalo odkryte niezaleznie przez dwie grupy badawcze podczas
eksperymentdow majacych na celu identyfikacje gendéw regulowanych przez cytokiny
prozapalne. Badano wptyw MCP-1 na ekspresj¢ gendw w monocytach krwi obwodowe;j
cztowieka (177) oraz wplyw IL-1PB na ludzkie makrofagi (57). Postugujac si¢ technikg
mikromacierzy odkryto pulg transkryptow stymulowanych wymienionymi cytokinami, w
tym transkrypty jeszcze nie scharakteryzowane. Wsrdd nich, najsilniejszej stymulacji
podlegal transkrypt genu ZC3H12A, kodujacy biatko o dlugosci 599 aminokwasoéw. Nazwa
Monocyte Chemotactic Protein I — Induced Protein 1 (MCPIP1) zostala nadana biatku w
konsekwencji pierwszego opublikowanego induktora ekspresji genu ZC3HI24, MCP-1
(177).

W toku dalszych badan wyr6zniono w obrgbie biatka MCPIP1 kilka rejondéw, odmiennych
strukturalnie 1 funkcjonalnie. Sg to:

- domena UBA (ang. ubiquitin-associated) rozciagajaca si¢ w zakresie aminokwasow 43-
89 (177), oddzialuje z biatkiem podlegajacym deubikwitynacji prowadzonej przez enzym
USP10 (105, 156).

- domena PIN (ang. PilT N-terminus domain). Domenie przypisywany jest rozny zakres
aminokwasow: 139-297 (96), 130-280 (100), 100-300 (162). Okreslana jest rowniez jako
domena DUB 1lub NYN (zakres aminokwaséw 133-300) (162). Domena PIN
odpowiedzialna jest za aktywno$¢ rybonukleolityczng (96, 100) i wigzanie partnera
biatkowego — deubikwitynazy USP10 (105, 156).

- domena palca cynkowego (ZF) typu CCCH, od ktorej pochodzi nazwa genu ZC3HI2A.
Domena rozciaga si¢ w zakresie aminokwasow 305-325 1 umozliwia oddzialywanie biatka
z kwasem rybonukleinowym.

- regiony bogate w proling PRR (ang. proline-rich region), rozciagajace si¢ w zakresie
aminokwasow 100-126 (PRR1) 1 458-536 (PRR2), funkcjonuja jako domeny
oligomeryzacji (83) i najprawdopodobniej transaktywacji (177).

- region CCR (ang. C-terminal conserved region) obejmujacy zakres aminokwasoéw 545-

598 (177).
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2.2. Regulacja ekspresji MCPIP1.

2.2.1. Aktywacja transkrypcji genu Mcpipl.

Ekspresja genu Mcpipl nastgpuje bardzo szybko po ekspozycji komoérek na czynniki
prozapalne i osigga swoj maksymalny poziom 1-4 godziny od stymulacji, po czym zanika
(85, 100, 177). W niektérych przypadkach podniesiony poziom ekspresji moze si¢ jednak
utrzymac powyzej 24 godzin (100, 177).

Sposrod czynnikow aktywujacych ekspresje Mcpipl, wymieni¢é mozna:

- MCP-1, co pokazano na komdérkach monocytow krwi obwodowej (177), HUVECs (103)
mysich fibroblastach linii komérkowej 3T3-L1 (169), prekursorach osteoklastow (154)
oraz in vivo na tkance serca u myszy z ekspresja egzogennego MCP-1 w kardiomiocytach
(177),

-TNFa, w komoérkach THP-1 (linia ludzkiej ostrej bialaczki monocytarnej) (177), w
komorkach U937 (linia ludzkiej biataczki monoblastycznej) (100) i mysich pierwotnych
hepatocytach (140),

- IL-1B, co pokazano na komorkach makrofagéw obwodowych (57), na komorkach
watrobiaka linii komérkowej HepG2 (100), na komoérkach monocytéw linii U937 (100), na
komorkach monocytow linii THP-1 (85) i na komdrkach mysich hepatocytéw pierwotnych
(140) oraz fibroblastach btony maziowej (21),

- LPS, co pokazano na makrofagach szpikowych (85), monocytach linii komoérkowej U937
(100), na komorkach monocytéw linii THP-1 (85), na makrofagach RAW264.7 i
monocytach krwi obwodowej (21) oraz in vivo w moézgu myszy, po obwodowym podaniu
LPS (86),

- PMA (ang. phorbol 12-myristate 13-actetate), co pokazano na komoérkach monocytow
linii U937 (100),

- IL-17, co pokazano na komdrkach mysich hepatocytow pierwotnych (140) i komodrkach
HeLa(21),

- skladowe bakteryjne, w tym agonisci receptorow TLR, jak kwas lipotejchojowy (LTA) z
S. aureus, dsRNA 1 flagellina bakteryjna oraz PAMPs bakterii gram-pozytywnych (S.
Aureus) i negatywnych (E. Coli), co pokazano na komoérkach makrofagéw obwodowych
(10),

- DNA wirusowe (adenovirus typu 1) i drozdzowe (C. Albicans), co pokazano na
komorkach makrofagéw obwodowych (10),

- wirusy JEV (wirus japonskiego zapalenia mozgu) i DEN (wirus dengi) w komorkach linii
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A549 (87), wirus HIV w komdrkach Th CD4+ (89),

- czynniki genotoksyczne, jak etopozyd w komorkach liniit HEK293T, widkniakomigsaka
(fibrosarcoma) HT1080 i doksorubicyna w komorkach linii gruczolakoraka MDA-MB-231
(105),

-inhibitory proteasomu (MG-132, epoksomycyna) (133, 134).

Mechanizm molekularny aktywacji transkrypcji genu Mcpipl badano postugujac si¢
modelem komorkowym - linia watrobiaka (hepatoma) HepG2. Pokazano, ze blokada
aktywacji NF-xB (uzyskana poprzez ekspresje egzogenng dominujagcego negatywnego
mutanta IkBo) zmniejsza aktywacj¢ Mcpipl po stymulacji IL-1B o okoto 70 % (135).
Podobny efekt wywoluje zahamowanie aktywacji kinaz ERK1/2 inhibitorem U0126 (63).
Analizy bioinformatyczne sekwencji genu Mcpipl ujawnily cztery miejsca wigzania
czynnika NF-kB w obrebie drugiego intronu i jedno miejsce wigzania czynnikow Elk-
1/SRF. Regulacja ekspresji MCPIP1 przez NF-kB i Elk-1 zostata potwierdzona poprzez
immunoprecypitacj¢ chromatyny (ChIP) oraz testem EMSA (63).

2.2.2. Regulacja potranskrypcyjna ekspresji MCPIP1.

Wykazano, ze transkrypt genu Mcpip! moze by¢ degradowany przez swoj produkt
biatkkowy. Mozliwe to jest dzigki obecnosci w 3'UTR transkryptu MCPIP1
konserwatywnego ewolucyjnie regionu, tworzacego struktur¢ ,,spinki”, podobng do
struktury zidentyfikowanej w mRNA mysiej IL-6 (100). Ponadto, miR-9 moze wigzac si¢
do transkryptu Mcpipl kierujac go do degradacji (163, 164). W obu przypadkach

degradacja transkryptu skutkuje obnizeniem ilo$ci biatka.

2.2.3. Regulacja na poziomie translacji.

Pojedyncza praca wskazuje na mozliwos¢ regulacji poziomu MCPIP1 na poziomie
translacji (21). Transkrypt MCPIP1 zawiera w rejonie 5'-UTR dwa kodony AUG powyzej
kodonu start, co tworzy dodatkowe dwie otwarte ramki odczytu. Pomiar aktywno$ci
lucyferazy w komorkach transfekowanych wektorami reporterowymi wskazat silne
obnizenie sygnatu dla wektora zawierajacego pelny 5-UTR mRNA kodujacego MCPIPI.
Natomiast mutacja kodonéw AUG w obrebie 5'-UTR przywracata aktywnos$¢ lucyferazy
do poziomu kontroli, jaka byl wektor pozbawiony elementow mRNA MCPIPI.
Eksperyment ten wskazuje na mozliwos¢ represji translacji transkryptu MCPIP1 w wyniku

obecnosci dodatkowych dwoch ramek odczytu (21).
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2.2.4. Regulacja potranslacyjna ekspresji MCPIP1.

Aktywacja transkrypcji genu Mcpipl poprzez szereg czynnikow zostala wykazana na
wielu typach komorek. W nielicznych badaniach udalo si¢ jednak pokaza¢ towarzyszacy
jej przyrost na poziomie biatka. Skalniak i wsp. pokazali, ze blokada proteasomu poprzez
inhibitor MG-132 powoduje w komorkach linii nowotworowych HeLa i HepG2 wzrost
ilosci MCPIP1, wtasnie na skutek aktywacji transkrypcji (134). Rowniez infekcja wirusami
dengi (DEV) i Japonskiego zapalenia mézgu (JEV) komorek linii A549 pocigga za soba
wzrost poziomu transkryptu i biatka (87).

Natomiast w badaniach Akiry i wsp. pokazano, ze wskutek stymulacji komoérek HelLa
przez IL-1B, lub stymulacji embrionalnych fibroblastow przez LPS oraz stymulacji
makrofagéw przez wszystkie ligandy TLR z wyjatkiem poly (I:C) dochodzi w ciggu
kilkudziesigciu minut do degradacji MCPIP1, po ktorej nastgpuje resynteza biatka (54).
Wykazano, ze degradacja poprzedzona jest fosforylacja MCPIP1 przez kinazy IKKa i
IKKp. Fosforylacji podlegaja seryny w obrgbie motywu DSGXXS. Umozliwia to
przytaczenie ubikwityny i proteasomalng degradacj¢ biatka (54). Cho¢ Zadnej innej grupie
nie udato si¢ dotad pokazaé spadku ilosci MCPIP1 po stymulacji cytokinami, mozliwos¢
degradacji MCPIP1 przez proteasom zostala potwierdzona w badaniach Skalniaka i wsp.
(133,134). Oproécz proteasomalnej degradacji odkryto roéwniez inny mechanizm
negatywnej regulacji aktywnosci MCPIP1. W limfocytach Th CD4+ stymulacja receptora
TCR prowadzi do proteolitycznego cigcia Mcpipl w rejonie R111 przez parakaspaze

Maltl (152). Unieczynnienie biatka umozliwia ekspresje cytokin prozapalnych.

Podsumowujac doniesienia dotyczace regulacji ekspresji i stabilnosci MCPIP1 uznaje sig,
ze MCPIP1 jest w komorce elementem utrzymania réwnowagi migdzy stanem
podstawowym 1 stanem zapalnym. Pod wptywem cytokin lub aktywacji receptorow TCR
lub TLR dochodzi do szybkiej degradacji MCPIP1. Zniesienie blokady szlakow
prozapalnych umozliwia aktywacje komoérek ukladu immunologicznego. Poniewaz w
czasie odpowiedzi immunologicznej aktywowany jest NF-kB, mozliwy jest ponowny
przyrost poziomu transkryptu genu MCPIP] i resynteza biatka. Dalszy przyrost mRNA
kodujacego MCPIP1 jest zablokowany wskutek zwrotnej, negatywnej regulacji NF-«kB

oraz wskutek degradacji wlasnego transkryptu.
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2.3. Mechanizm dzialania MCPIP1.

2.3.1. Aktywnos$¢ rybonukleolityczna.

Obecno$¢ palca cynkowego, dwoch rejondw bogatych w proling i przewidywanego
sygnatu lokalizacji jadrowej (NLS) spowodowaty, ze pierwotnie biatku MCPIP1
przypisano rol¢ czynnika transkrypcyjnego (83). Autorzy postulowali lokalizacj¢ jadrowa
biatka, w oparciu o mikrofotografie biatka fuzyjnego MCPIP1-GFP w komorkach linii
nerki HEK293. W swojej nastepnej pracy grupa z Florydy pokazata interakcje MCPIP1 z
rejonem promotorowym kadheryn 12 i 19 (177). Autorzy zasugerowali jakoby MCPIP1
indukowat transkrypcje gendéw kodujacych kadheryny, promujac w ten sposob
angiogeneze¢ (103). Jednakze pdzniejsze prace tej grupy (106) oraz prace innych badaczy
(100, 142) wykazaly gtownie cytoplazmatyczng lokalizacje MCPIP1, rowniez w
komorkach linii HEK293 (100). Szczegdtowa analiza przeprowadzona przez Mino 1 wsp.
ujawnita, ze MCPIP1 wystepuje w cytoplazmie, gdzie kolokalizuje z retikulum
endoplazmatycznym szorstkim i z rybosomami (103).

Szybko zauwazono, ze lokalizacja cytoplazmatyczna i palec cynkowy typu C3H upodabnia
MCPIP1 do tristetraproliny (TTP), zaangazowane] w degradacj¢ transkryptow (96).
Tristetraprolina rozpoznaje sekwencje ARE (ang. AU-rich elements), obecne w mRNA
niektorych krotko zyjacych transkryptéw w ich 3' — koficowym rejonie niepodlegajacym
translacji (3' UTR, ang. untranslated region). Po zwigzaniu ARE, tristetraprolina rekrutuje
egzosom, ktory trawi czasteczk¢ przylaczonego mRNA (12). Istotnie, niedlugo potem
pokazano, ze zar6wno mRNA I1-6, II-12b (96) jak i IL-1B (100) czy IL-2 (82) sa
degradowane przez MCPIP1. Jednakze, inaczej niz w przypadku tristetraproliny,
degradacja mRNA przez MCPIP1 okazata si¢ niezalezna od ARE i egzosomu (96, 100).
Zamiast specyficznej sekwencji, MCPIP1 rozpoznaje w obrgbie 3'UTR strukturalny
motyw typu ,,spinka do wtoséw” (ang. stem-loop). Motyw ten jest niezb¢dny, by MCPIP1
moglo zwigzaé RNA, ale nie jest konieczny do jego trawienia (54). Trawienie mRNA
prowadzone jest przez MCPIP1 dzigki endorybonukleolitycznej aktywno$ci domeny PIN
(54, 100). Co ciekawe, rozpoznawany przez MCPIP1 motyw spinki odkryto takze w
3'UTR jego wlasnego mRNA (54) i rzeczywiscie udowodniono, ze ekspresja biatka
podlega zwrotnej, negatywnej autoregulacji (100).

Analiza wykonana przez Mino i wsp. wykazata, ze degradacja RNA przez MCPIP1
zachodzi wowczas, gdy MCPIP1 tworzy kompleks z helikaza UPF1 a motyw spinki jest
odlegly o co najmniej 20 nukleotydow od kodonu STOP. Badania prowadzone przez t¢
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sama grupe w celu identyfikacji sekwencji rozpoznawanej przez MCPIP1 ujawnily, ze z
najwicksza specyficzno$cig wigzane sg spinki, w ktorych petla zbudowana jest z trzech
nukleotydéw, przy czym musza one by¢ uszeregowane pirymidyna-puryna-pirymidyna.

Trzon spinki buduje natomiast trzy, pi¢¢ albo siedem par nukleotydow (99).

Specyficznos¢ MCPIP1 wzgledem motywu strukturalnego, a nie sekwencji, poszerza
spektrum mozliwych RNA, podlegajacych regulacji przez ta rybonukleazg. Na przyktad,
struktura spinki rozpoznawanej przez MCPIP1 obecna jest tez w niektdrych
prekursorowych mikro RNA (pre-miRNA). Pokazano na komorkach linii HepG2, ze
wyciszenie MCPIP1 skutkuje podniesieniem poziomu szerokiej gamy miRNA, podczas
gdy ekspresja egzogennego MCPIP1 wywotuje efekt odwrotny. Dalej, postugujac sig
analizami in vitro wykazano, ze efekt ten jest bezposredni, to znaczy MCPIP1 wiaze a
nastepnie trawi pre-miRNA. Poniewaz MCPIP1 dziala przy tym antagonistycznie do
rybonukleazy Dicer, blokuje powstawanie funkcjonalnych czasteczek miRNA, w tym miR-
21, miR-26a, miR-146a, miR-155, let-7g, miR-135b, miR-143, miR-16-1 (142). Badania
prowadzone na komdrkach nabtonka z zyty pepowinowej (HUVEC) ujawnity kolejne pre-
miRNA rozpoznawane przez MCPIP1 - miR-20b i miR-34a. Badania te wykazaty ponadto,
ze hamowanie biosyntezy tych pre-miRNA przez MCPIP1 wigze si¢ z efektem
fenotypowym - stymulacja angiogenezy (125). Warto jednak zaznaczy¢, ze wyniki
opublikowane przez Mino i wsp. neguja zdolno§¢ MCPIP1 do degradacji pre-miRNA w
komoérkach fibroblastow Mcpip™ (99).

Oprécz endogennych RNA, MCPIP1 rozpoznaje i trawi réwniez RNA pochodzenia
wirusowego. Pokazano na komoérkach linii HEK293T, ze infekcja wirusem Japonskiego
zapalenia mézgu (JEV), wirusem dengi (DEN) (87) 1 wirusem zapalenia watroby typu C
(HCV) (88) indukuja ekspresjc MCPIP1. Ekspresja egzogennego MCPIP1 hamuje
replikacje tych wirusow, z kolei wyciszenie ekspresji MCPIP1 potgguje ich namnazanie
(87, 88). Inni autorzy pokazali natomiast, z2 MCPIP1 poprzez degradacje wirusowego
RNA obniza replikacje wirusa HIV w limfocytach Th CD4+ (89). Ekspresja egzogennego
MCPIP1 przeciwdziala ponadto infekcji innym wirusami RNA, w tym wirusem Sindbis
(SINV), wirusem zapalenia mig$nia sercowego, wirusem grypy oraz adenowirusem, czyli
wirusem DNA (87). Antywirusowych efektéw nie powoduje jednak mutant
MCPIP1/D14IN. W tamtym czasie przypuszczano, ze domena PIN oprdcz wlasno$ci

rybonukleazy posiada tez wiasno$¢ deubikwitynazy. Aby rozsadzi¢ czy antywirusowe
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wlasnosci MCPIP1/D14IN wynikaja z zahamowanej aktywno$ci RNazy czy
deubikwitynazy, postuzono si¢ mutantem MCPIP1/C157A (zniesiona deubikwitynacja,
zachowana aktywno$¢ RNazy) i mutantem MCPIP1/D225,226A (zniesiona aktywno$¢
RNazy, zachowana deubikwitynacja). Wykazano, ze do hamowania infekcji wirusowe;j
niezbedna jest aktywnos¢ rybonukleolityczna MCPIP1 (87). Dalej, naukowcy pokazali, ze
mutacje w rejonie palca cynkowego MCPIP1/C312R lub MCPIP1/C318R, ale nie
MCPIP1/C306R czy MCPIP1/H322R uniemozliwiaja wigzanie 1 degradacj¢ RNA
wirusowego (88). Rowniez mutant delecyjny MCPIPA458-536, w ktéorym usunigto
domen¢ PRR2, uniemozliwiajac oligomeryzacje biatka, nie jest aktywny nukleolitycznie
(88). Material genetyczny nie wszystkich wirusow jest jednak podatny na trawienie.
MCPIP1 nie wptywa na replikacje enterowirusa 71 (EV71), wirusa pecherzykowatego
zapalenia jamy ustnej (VSV) oraz wirusa ospy i potpasca (VV) (87).

2.3.2. Inhibicja NF-kB.

Zanim scharakteryzowano rybonukleolityczne wtasnosci MCPIP1, Liang 1 wsp.
zaobserwowali, ze ekspresja egzogennego biatka fuzyjnego MCPIPI-EGFP zmniejsza
sekrecje IL-6 i TNF ze stymulowanych LPS komodrek Raw264.7 (85), a wyciszenie
MCPIP1 poprzez siRNA powoduje efekt odwrotny. W przeciwienstwie do obserwacji
poczynionych dla IL-6, nie zaobserwowano aby ekspresja MCPIP1-EGFP wptywata na
zmniejszenie  stabilno$ci  transkryptu TNF. Autorzy, poszukujac mechanizmu
molekularnego uzasadniajgcego ten efekt, odkryli, z2 MCPIP1 w sposob staty i silny
obniza aktywnos$¢ czynnika transkrypcyjnego NF-xB (85). W serii eksperymentow z
uzyciem konstruktow reporterowych, zawierajacych w rejonie promotora miejsca wigzania
specyficzne dla NF-xB, pokazano, ze MCPIP1 obniza aktywno$§¢ NF-kB zaréwno
konstytutywna, jak i indukowang LPS czy ekspresja egzogenna podjednostki p65 NF-kB
(85). Negatywna regulacja aktywnosci NF-kB przez biatko MCPIP1 zostala tez pokazana
po stymulacji komorek IL-18 (135).

Niedlugo po opublikowaniu pierwszych wynikdéw, zaproponowany zostal mechanizm
negatywnej regulacji szlaku NF-kB przez MCPIP1 (83). Postulowano, ze MCPIP1 dziata
jako deubikwitynaza i usuwa podjednostki ubikwityny ze zaktywowanych bialek TRAF,
unieczynniajac tym samym kompleks aktywujacy NF-kB (83). Hipoteze te wysnuto w
oparciu o dane eksperymentalne pokazujace, ze ekspresja egzogennego MCPIP1 blokuje
fosforylacje IKKPB w komoérkach linii Raw 264.7. (83). Natomiast w komorkach
makrofagdéw szpikowych pochodzacych od myszy z wytaczong ekspresja genu kodujacego

24



Mcpipl fosforylacja IKKP jest wyzsza (83). Krytyczna dla aktywnos$ci deubikwitynazy
domena DUB zmapowana zostala w obrebie domeny nukleolitycznej PIN. Aktywno$¢
deubikwitynazy znosza: mutacja palca cynkowego (C306R) oraz unieczynniajaca
rybonukleaz¢ mutacja w  domenie PIN (DI4IN). Tymczasem  mutant
MCPIP1/D225A,D226A, cho¢ pozbawiony aktywno$ci rybonukleolitycznej, posiada
aktywno$¢ deubikwitynazy (83). Grupa opublikowala potem kolejng prace, w ktorej
wykazala, ze fosforylacja IKK po stymulacji LPS jest mniejsza w komoérkach migénia
sercowego z kierunkowg ekspresja MCPIP1 (106). Trzeba jednakze zaznaczy¢, ze grupa
nie wykazata aby ekspresja MCPIP1 zaburzata status fosforylacji IKKf, czy wplywata na
degradacje IkBa w komorkach linii HepG2 (83), mimo wykazywanej w nich silnej
inhibicji aktywnosci NF-kB przez MCPIP1 (135). Tymczasem praca Matsushity i wsp. nie
pokazata zmian aktywno$ci NF-kB w makrofagach pochodzacych od myszy z wylaczong
ekspresja genu MCPIP1 w porownaniu z myszami typu dzikiego (96). Niu i1 wsp.
potwierdzili testami EMSA i pomiarem aktywnosci lucyferazy zmniejszong aktywacje NF-
kB w komoérkach linii HEK293T i HT1080 z ekspresja egzogennego MCPIP1 po
zadzialaniu  stresu  genotoksycznego  (105). Potwierdzili tez, ze  mutant
MCPIP1/D225,226A rowniez wykazuje efekt hamowania aktywacji NF-kB, podczas gdy
mutanty MCPIP1/D141N i MCPIP1/C306R nie wykazuja takiej wtasciwosci. Wyniki tych
eksperymentow wskazuja wigc, ze w hamowaniu aktywacji NF-kB potencjalna aktywno$¢
deubikwitynacji jest bardziej istotna niz aktywno$§¢ RNAzy. Jednakze w kontrascie do
hipotezy o bezposredniej degradacji tancuchéw poliubikwityny przez MCPIP1
postulowanej przez Liang i wsp. (83), Niu i wsp. pokazali, ze rekombinowane MCPIP1 nie
posiada aktywnos$ci deubikwitynazy in vitro. Zidentyfikowali natomiast deubikwitynaze
USP10, oddziatujaca z MCPIP1, ale nie z MCPIP1/D141N, czy MCPIP1/C306R. Seria
eksperymentdw pozwolita Autorom na zaproponowanie mechanizmu, w ktérym USP10
blokuje szlak aktywacji NF-kB odcinajac fancuch poliubikwityny z biatka NEMO (alias
IKKYy) oraz z biatka TRAF6, co blokuje aktywacj¢ kinaz TAK1 1 IKK. Udowodnili tym
samym, ze MCPIP1 oprécz degradacji szeregu RNA bierze udziat w deubikwitynacji
biatek. Funkcjonuje wowczas jako niezbedne biatko dokujace, wigzace enzym (poprzez

domeng PIN) i substrat (poprzez domene UBA) (105, 156).

Bez wzgledu na mechanizm molekularny, bezsprzecznym przejawem obecno$ci MCPIP1
w komorce jest blokada sygnatow prozapalnych. Jednakze efekty fenotypowe

wywotywane przez to biatko sg duzo szersze. Dla wielu typow komodrek z ekspresja
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egzogennego MCPIP1 zaobserwowano indukcj¢ apoptozy lub réznicowania. Ponizej

przedstawiono rezultaty badan nad komoérkowymi efektami MCPIP1.
2.4. Efekty komorkowe MCPIP1.

2.4.1. Apoptoza.

Pierwsze doniesienie o proapoptotycznym efekcie MCPIP1 pochodzi z badan in vitro.
Pokazano, ze ekspresja fuzyjnego biatkka MCPIPI-GFP w komorkach linii HEK293
powoduje $mier¢ komorek (177). Warto jednak zaznaczyé, ze w jednej z prac tej grupy
pokazano, ze komodrki miesnia sercowego myszy z ekspresja egzogennego MCPIP1 nie
wykazujg zwiekszonej $miertelnosci w porownaniu do komorek izolowanych od myszy
typu dzikiego (106). Co wigcej, Autorzy pokazali, ze tkankowo-specyficzna ekspresja
MCPIP1 w sercu myszy chroni komorki przed indukowanym przez LPS zaburzeniem ich
kurczliwo$ci, charakterystycznym dla przebiegu sepsy. W komorkach migsnia sercowego z
ekspresja egzogennego MCPIP1 obserwowano zmniejszenie aktywacji NF-kB,
zmniejszenie ekspresji iNOS i prowadzacych do apoptozy prozapalnych cytokin: TNF, IL-
1B 1 IL-6 (106) 1 mi-RNA (177). Konstytutywna ekspresja MCPIP1 w sercu wyraznie
poprawiata réwniez przezywalno$¢ myszy po zablokowaniu t¢tnicy. Niestety, Autorzy nie
dyskutuja dysonansu migdzy wnioskami z prowadzonych przez nich eksperymentéw in
vitro 1 in vivo.

Antyapoptotyczng rolg¢ przypisano biatku Mcpipl réwniez podczas niedokrwienia mézgu.
Wiadomo, Ze stymulacja LPS przed wywotaniem niedokrwienia m6zgu ma wtasciwosci
neuroprotekcyjne. Przypisuje si¢ je odpowiedzi przeciwzapalnej, zmniejszajacej
negatywne skutki niedotlenowania (148). Autorzy pokazali, Zze podanie myszom LPS
wywoluje wzrost ekspresji Mcpipl w mozgu, natomiast brak ekspresji Mcpipl w
komoérkach pochodzacych od myszy Ze3h12a™ powoduje zwickszona produkcje cytokin
prozapalnych wskutek zwiekszonej aktywno$ci kinazy JNK (86). Autorzy uwazaja, ze
ochronny dla mézgu w stanie niedokrwienia efekt prestymulacji LPS zwigzany jest z
indukcja Mcpipl i1 jego wiasciwos$ciami przeciwzapalnymi. Mcpipl indukowany jest w
mobzgu rowniez po stymulacji elektrycznej i wykazuje wiasciwosci ochronne dla mézgu, w
przypadku nastgpujacego niedokrwienia (55).

Inne badania wykazaty z kolei, ze ekspresja fuzyjnego biatka MCPIP1-GFP aktywuje
kaspazy 3/7 1 zmniejsza zywotno$¢ komorek linii szczurzych kardiomioblastow H9c2
(171). Ponadto, wyciszenie Mcpipl przez siRNA chroni przed apoptozg indukowang przez
MCP-1 lub hiperglikemi¢ (171), (172). Wedlug Autorow MCPIP1 indukuje produkcje
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reaktywnych form tlenu (RFT) i stres retikulum endoplazmatycznego w komorkach, co
prowadzi do autofagii i apoptozy (171).

Ekspresja MCPIP1-GFP obniza Zywotno$¢ i aktywuje apoptoze takze w komorkach linii
NT2D1 (ludzki nowotwodr zarodkowy jadra), co wykazano testami MTT, TUNEL i
barwieniem blekitem trypanu (153).

Z kolei na komorkach linii HepG2 i HeLa pokazano, Ze inhibicja proteasomu inhibitorem
MG-132 albo epoksomycyng aktywuje transkrypcje genu kodujacego MCPIP1 i prowadzi
do znacznego przyrostu MCPIP1 na poziomie biatka (133, 134). Indukcja MCPIP1 obniza
przezywalno$¢ komorek HelLa, ale nie HepG2, co wykazano testem MTT. Natomiast
wyciszenie ekspresji MCPIP1 w komorkach linii HeLa znosi réznice w przezywalnosci
pomig¢dzy komodrkami traktowanymi inhibitorami proteasomu a kontrolnymi.

Nie wykazano wptywu MCPIP1 na zywotno$¢ komorek progenitorowych neuronow (163).
Jednakze egzogenna ekspresja MCPIP1 powoduje obnizenie przezywalno$ci oraz tempa
proliferacji wybranych linii neuroblastoma (132).

W niektérych przypadkach sama ekspresja MCPIP1 nie prowadzi do $mierci komorek,
sprzyja natomiast apoptozie w warunkach stresowych. Podanie arszeniku do komorek linii
RAW 264.7 przy jednoczesnej ekspresji MCPIP1-GFP zwicksza odsetek martwych
komoérek, podczas gdy fibroblasty izolowane z myszy Zc3hl12a™ sa odporne na takie
traktowanie (118).

Biorac pod uwage rozbieznos$¢ doniesien dotyczacych wptywu MCPIP1 na przezywalno$¢
komorek, nalezy przypuszczaé, ze rola MCPIP1 w inicjacji i przebiegu apoptozy jest

specyficzna komoérkowo.

2.4.2. Roznicowanie komorek.

Pierwszym doniesieniem na temat zaangazowania MCPIP1 w proces r6znicowania byla
praca Vrotsos i wsp. (153). Zasugerowano w niej, ze MCPIP1 jest biatkiem wykonawczym
podczas roznicowania neuroprogenitorowych komorek NT2D1 w komorki podobne do
astrocytow przebiegajacego po stymulacji MCP-1. Pokazano, ze ekspresja fuzyjnego
biatkka MCPIPI-GFP jest wystarczajagca aby indukowaé roznicowanie. Proces
monitorowano jednak wytacznie ekspresja pojedynczego markera molekularnego — biatka
GFAP — o ktorym wiadomo, ze ulega ekspresji w komorkach centralnego systemu
nerwowego, w tym w astrocytach. Autorzy wysnuli przypuszczenie, ze w rdéznicowaniu
indukowanym  przez  ekspresjg¢  MCPIP1-GFP  posrednim  czynnikiem  jest

najprawdopodobniej indukcja apoptozy.
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Udzial MCPIP1 w roznicowaniu komorek uktadu nerwowego zostat potwierdzony kilka lat
p6zniej w pracach Yang i wsp. (163) oraz Yao i wsp. (164). Autorzy, postugujac sie
pierwotnag hodowlg komodrek progenitorowych neurondéw, wykazali, ze indukcja
neurogenezy wywotuje wzrost ekspresji miR-9, ktory reguluje poziom transkryptu genu
MCPIPI. Zmniejszenie ekspresji MCPIP1, wywolane ekspresja egzogennego miR-9
skutkuje ré6znicowaniem w kierunku neuronoéw, podczas gdy wyciszenie ekspresji miR-9
prowadzi do zwigkszenia poziomu MCPIP1 i skutkuje roznicowaniem w kierunku
astrocytow (163). Co wiecej, ekspresja egzogennego MCPIP1 wptywa ujemnie nie tylko
na neurogenezg, ale tez na potencjat do proliferacji i migracji progenitoréw neurondow w
wyniku zmniejszenia aktywacji dwoch waznych dla indukcji neurogenezy biatek - NF-kB i
CREB (163).

Oprocz neurogenezy, MCPIP1 bierze udzial rowniez w angiogenezie. Pierwsze doniesienie
na ten temat ukazato si¢ w 2008 roku, kiedy rybonukleolityczne wtasciwosci MCPIP1 byty
jeszcze nieodkryte. Nju i wsp. zasugerowali wowczas, ze MCPIP1 dziala jako czynnik
transkrypcyjny wiazacy si¢ do odcinkéw promotorowych genow kadheryn 12 i 19. Na
poparcie tej tezy Autorzy przedstawili wyniki immunoprecypitacji chromatyny (103).
Hipoteza p6zniej okazala si¢ bledna, jednak we wspomnianej pracy pokazano, ze komorki
HUVEC z wyciszong ekspresja MCPIP1 nie tworza in vitro kapilar po stymulacji MCP-1,
a ekspresja kluczowych dla procesu biatek - HIF-1a 1 VEGF - jest obnizona. W przypadku
wywolania ekspresji egzogennego MCPIP1, komérki HUVEC natomiast tworza kapilary
w sposoOb spontaniczny, a ekspresja HIF-1a 1 VEGF jest podwyzszona. Zwigzek MCPIP1
z angiogenezg zostal potwierdzony w kolejnych pracach grupy z Florydy, gdzie pokazano,
ze oprocz MCP-1 rowniez inne cytokiny — TNFa, IL-1B oraz IL-8 — indukujg w
komoérkach HUVEC ekspresj¢ MCPIP1 i formowanie kapilar. Grupa wskazala mechanizm
molekularny procesu. Wedtug Nich, MCPIP1 indukuje w komorkach stres oksydacyjny,
po ktérym nastepuje stres retikulum endoplazmatycznego 1 autofagia (107). W nastgpne;j
swojej pracy natomiast Autorzy pokazali, ze kluczowa wtasnoscig MCPIP1, pozwalajaca
na kontrole¢ angiogenezy, jest aktywnos$¢ rybonukleolityczna. Badajac komérki HUVEC
wykazano, ze MCPIP1 degraduje pre-miRNA 20b oraz pre-miRNA 34a, ktore hamuja
translacj¢, odpowiednio, HIF-la oraz SIRT-lc. Ponadto implikowano, ze MCPIP1
prowadzi deubikwitynacje HIF-1a (124). W tym kontekscie jednak trzeba mie¢ na uwadze
pbézniejsze doniesienia o tym, ze MCPIP1 nie ma wtasciwosci deubikwitynazy. Asocjuje
jednakze z deubikwitynaza USP10, jak i wigze jej substraty (99).

Proangiogenne wiasciwosci MCPIP1 wykazano rowniez na komoérkach macierzystych
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pochodzenia mezenchymalnego. Jednojadrzaste komorki szpiku kostnego z egzogenng
ekspresja MCPIP1 nabieraja fenotypu komorek endotelialnych. Wykazuja zmniejszong
ekspresje markerow monocytéw (Cdl4, Cdllb), a zwigkszong ekspresje markerow
komorek endotelialnych (Tie-2, Flk-1, kadheryny 12 1 19). Co wigcej, wszczepione do
myszy z wywolanym niedokrwieniem konczyny, wywotuja zwigkszong neowaskularyzacje
(105, 156). Réwniez mysie mezenchymalne komorki macierzyste izolowane ze szpiku
kostnego (BM-MSC) posiadajace egzogenng ekspresj¢ MCPIP1 wykazuja zwigkszong
ekspresje markeréw angiogennych i zwigkszong tendencj¢ tworzenia kapilar po stymulacji
w kierunku angiogenezy. Co wigcej, ekspresja MCPIP1 w komoérkach BM-MSC moze
takze sprzyja¢ réznicowaniu do kardiomiocytéw, jako ze komorki poddane odpowiednie;j
stymulacji, wykazuja wicksza ekspresj¢ markeréow kardiomiocytarnych niz komorki
kontrolne (73).

Wptyw MCPIP1 na réznicowanie pokazano rowniez w odniesieniu do jednojadrzastych
komoérek krwi obwodowej cztowieka, w ktérych MCPIP1 promuje roéznicowanie w
kierunku osteoklastow. Réwniez i tu Autorzy z Florydy za kluczowa uznaja zdolnos¢
MCPIP1 do indukcji stresu oksydacyjnego, prowadzacego do stresu retikulum i w koncu
autofagii (154).

W 2009 roku Younce i wsp. wykazali udziat MCPIP1 w procesie powstawania adipocytow
(169). Autorzy pokazali, ze stymulacja komorek 3T3-L1 standardowa mieszaning
réznicujacy, zawierajaca insuling, deksametazon 1 IBMX (DMI), wywotuje w ciagu
kilkudziesigciu minut przyrost ilosci transkryptu Mcp-1, utrzymujacy si¢ przez kolejne dni
réznicowania. Co wiecej, stymulacja fibroblastoéw 3T3-L1 cytoking Mcp-1 ale bez koktajlu
réznicujagcego indukuje adipogenezg, o czym $wiadczyl wzrost poziomu biatek
markerowych - C/ebpp, Ppary, Lpl, Fabp4 i adiponektyny. Autorzy sugerowali, ze Mcp-1
autokrynnie indukuje ekspresj¢ biatka efektorowego, jakim jest Mcpipl. Wykazali, ze po
stymulacji Mcp-1 wzrasta poziom mRNA kodujacego Mcpipl, cho¢ nie pokazali czy
przeklada si¢ to na zmiang ilosci biatka. Aby zglebi¢ role Mcpipl w adipogenezie Autorzy
badali réznicowanie komoérek 3T3-L1 z wyciszong przy uzyciu siRNA ekspresja Mcpipl
lub z egzogenng ekspresja fuzyjnego biatka MCPIP1-GFP. Udowodnili, ze komorki 3T3-
L1 z wyciszong ekspresja Mcpipl r6znicujg mniej wydajnie niz komorki kontrolne. Z kolei
ekspresja biatka fuzyjnego MCPIP1-GFP w preadipocytach okazata si¢ wystarczajaca do
réznicowania i uruchamiala adipogenez¢ nawet przy braku pozywki rdéznicujacej DMI
(169). Co ciekawe, postugujac si¢ pierwotnymi fibroblastami od myszy z wylaczong

ekspresja genu Ppary (Ppary”™) Autorzy pokazali, ze ekspresja MCPIP1-GFP wywoluje
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adipogenez¢ nawet przy braku kluczowego w roéznicowaniu koncowym czynnika Ppary.
Opublikowane wyniki pozwolity autorom wnioskowa¢, ze MCPIP1 jest w adipogenezie
biatkiem nadrzednym i niezbednym dla prawidtowego przebiegu procesu (169).

Wyjasnienie mechanizmu indukcji adipogenezy przez MCPIP1 Autorzy przedstawili w
kolejnej pracy (168). Pokazali mianowicie, ze ekspresja egzogennego MCPIP1 w ciagu
kilkunastu pierwszych godzin wywoluje w komorkach 3T3-L1 stres oksydacyjny,
przejawiajacy si¢ m.in. ekspresjg iNOS. Pod wplywem stresu oksydacyjnego dochodzi do
ekspresji  czynnikow transkrypcyjnych C/ebpp 1 Clebpd oraz stresu retikulum
endoplazmatycznego (ER). Stres ER z kolei prowadzi do autofagii, ktéra wedtug autorow
sprzyja ekspresji Ppary i przenosi komorke w fazg koncowego réznicowania. Pokazano, ze
farmakologiczna blokada ktoregokolwiek z wyzej wymienionych proceséw hamuje
réznicowanie, pomimo ekspresji MCPIP1-GFP (168). Autorzy nie odniesli si¢ jednak do
wczesniej uzyskanego wyniku i nie wyjasnili w jaki sposob po ekspresji MCPIP1-GFP

mozliwe jest petne zroznicowanie komérek Ppary”.
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I1I1. Cel prowadzonych badan.

Celem opisanych w niniejszej rozprawie badan bylo poszerzenie wiedzy na temat roli
biatkka MCPIP1 w fizjologicznych procesach komorkowych. Obserwacji poddano
adipogenezg, to jest réznicowanie preadipocytow do komorek ttuszczowych (adipocytow).
W momencie rozpoczgcia prac, rola MCPIP1 w tym kontekscie byta jedynie hipotetyczna.
Jej istnienie sugerowaly jednakze doniesienia o funkcji MCPIP1 w réznicowaniu innych
typow komorek - neurogleju oraz komoérek srodblonka. Za nadrz¢dny cel postawiono sobie
odpowiedZ na pytanie czy modulacja poziomu MCPIP1 wplywa na adipogeneze oraz jaki
jest mechanizm molekularny obserwowanych zmian.

Poznanie ewentualnego wptywu MCPIP1 na adipogenezg¢ wydawalo si¢ szczegdlnie
istotne z perspektywy udowodnionej w licznych uktadach badawczych indukcji MCPIP1
przez mediatory stanu zapalnego. Stan zapalny tymczasem prawie zawsze wspolistnieje z
nadmiernie rozbudowang tkankg thuszczowa. Dlatego drugim zatozeniem badawczym byto
znalezienie odpowiedzi na pytanie czy MCPIP1 podlega zwigkszonej ekspresji w
adipocytach 1 preadipocytach pod wplywem mediatoréw stanu zapalnego. Ponadto,
analizujac wycinki tkanki thuszczowej pochodzacych od pacjentow otylych o rozpoznane;j
insulinoopornosci, podjeto probe skorelowania wynikow badan in vitro z warunkami in

vivo.
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IV. Techniki i narzg¢dzia zastosowane w badaniach.

1. Materialy i odczynniki.

Rekombinowana ludzka IL-1f i TNF - Promokine (Heidelberg, Germany)

Enzymy restrykcyjne - New England Biolabs (Ipswich, USA)

Ligaza T4 - Promega (Madison, USA)

Polimeraza Pfu - Life Technologies (New York, USA)

dNTPs - EurX (Gdansk, Polska)

Odczynniki do reakcji PCR w czasie rzeczywistym - A&A Biotechnology (Gdynia, Polska)
oraz Nippon (Dueren, Niemcy)

Odwrotna transkryptaza MMLV-RT - Promega (Madison, USA)

Odczynniki do BCA, aktynomycyna D i PEI - Sigma Aldrich (St. Louis, USA)

Materiaty plastikowe do hodowli komérkowych - BD Falcon (San Jose, USA)

Pozywki DMEM, PBS, FBS i roztwor trypsyny/EDTA do hodowli komérkowych - Lonza
(Bazylea, Szwajcaria)

Pozywka Opti-MEM - Gibco/LifeTechnologies (Waltham, USA)

Antybiotyki do hodowli bakteryjnych - Bioshop (Kanada)

2. Tworzenie konstruktow genetycznych.

W celu wykonania eksperymentéw przedstawionych w tej rozprawie przygotowano 8
konstruktow genetycznych. Ich list¢ wraz z sekwencjami starteréw zawarto w Tabeli 1.
Ponizej opisano wspdlne etapy tworzenia konstruktéw genetycznych z wylaczeniem
wektora pmir-C/EBPf _e.

Sekwencje mRNA wszystkich genow, ktore postuzyly do zaprojektowania starteréw
pobrano z serwera NCBI. W celu namnozenia wybranej sekwencji mRNA
wykorzystywano reakcje tancuchowa polimerazy (PCR) uzywajac polimerazy DNA Pfu
(Thermo Scientific) zgodnie z instrukcjami producenta. Matryca w PCR byt nowo
zsyntezowany cDNA, uzyskany w reakcji odwrotnej transkrypcji z 1 pg catkowitego RNA
1 z uzyciem 0,25 pg startera oligo(dT) (por. 1V.12). Produkt PCR rozdzielano w Zelu
agarozowym, w buforze 1 x TAE. Po elektroforezie pojedynczy prazek o wtasciwej masie
wycinano w $wietle UV o dtugos$ci fali 254 nm. Nastgpnie produkt PCR izolowano przy

pomocy zestawu do izolacji DNA z zelu agarozowego (Wizard® SV Gel and PCR Clean-
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UP System, Promega). Elucje z kolumny prowadzono uzywajac 25 pl wody wolnej od
RNaz i DNaz (Sigma Aldrich). Otrzymang wstawke trawiono wybranymi enzymami
restrykcyjnymi (5 U enzymu/reakcj¢) w czasie 1 w temperaturze wlasciwej dla enzymu.
Nastgpnie DNA oczyszczano zestawem kolumienkowym (Wizard® SV Gel and PCR
Clean-UP System, Promega). Elucje z kolumny prowadzono uzywajac 25 ul wody wolnej
od RNaz i DNaz (Sigma Aldrich). Wektor docelowy trawiono uzywajac 2 ug DNA 1 20 U
enzymu/reakcj¢ w czasie i w temperaturze odpowiedniej dla enzymow. DNA rozdzielano
w 1 % lub w 1,5 % zelu agarozowym, a prazek o odpowiedniej masie wycinano w $swietle
UV o dtugosci fali 254 nm 1 oczyszczano zestawem kolumienkowym (Wizard® SV Gel
and PCR Clean-UP System, Promega). Elucje z kolumny prowadzono uzywajac 25 pl
wody wolnej od RNaz i DNaz (Sigma Aldrich). Ligacje wstawki i wektora prowadzono w
obecnosci 400 U ligazy DNA T4 (New England Biolabs), 1x stezonego buforu do ligazy,
50-100 ng wektora docelowego oraz wstawki w stosunku molowym 3:1 wzgledem
wektora docelowego. Reakcje prowadzono w objetosci 15 pl, w temperaturze pokojowe;j
przez noc. Mieszaning reakcyjng transformowano 100 pl bakterii kompetentnych i
wysiewano na ptytke z odpowiednim antybiotykiem (por. IV.15). Po catonocnej hodowli w
37°C pojedyncze kolonie przenoszono do 3 ml pozywki plynnej LB z odpowiednim
antybiotykiem i hodowano przez noc w temperaturze 37°C z wytrzasaniem (220 obr./min).
DNA plazmidowe izolowano z bakterii przy uzyciu zestawu do oczyszczania plazmidow
DNA mini kit (A&A Biotechnology). Plazmidy poddawano analizie restrykcyjnej i
wybrane z nich wysylano do sekwencjonowania w firmie Genomed S.A. W
eksperymentach uzywano tylko takich konstruktow, ktérych wstawka byla w 100 %
komplementarna z klonowanym mRNA.

Wektor pmir-GLO-C/EBP_UTR e utworzono z pomini¢ciem etapu PCR. 1 pg wektora
pmir-GLO trawiono enzymem Pmel (20 U, 37°C, 1 godzina). Produkty reakcji rozdzielono
w zelu agarozowym i oczyszczono zgodnie z procedura opisang powyzej. Utworzono
mieszaning starteréow ,,forward” i ,,reverse” o stosunku molowym 1:1. Mieszaning ogrzano
w 95°C przez 5 minut, a nastgpnie schtodzono na lodzie przez 5 minut umozliwiajac
hybrydyzacj¢ starterow. Rozciety wektor i utworzony dupleks starterow zmieszano w
stosunku molowym 1:50 i poddano ligacji zgodnie z procedura opisang powyzej. Po
transformacji bakterii (por IV 15), wyizolowano pojedyncze klony i sprawdzono

poprawnos¢ konstruktéw poprzez sekwencjonowanie.
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Tabela 1. Zestawienie konstruktow genetycznych wraz z sekwencjami starteréw uzytych
do ich otrzymania. W obrgbie sekwencji startera malymi literami zaznaczone jest
wprowadzone miejsce restrykcyjne. Podkreslono fragment startera komplementarny do

klonowanego odcinka mRNA.

klono-
nazwa . nr mRNA w | wan starter starter m-ca
y
plazmid . . matryca | " " "
wektora bazie NCBI rejon forward reverse restr.
mRNA
. ) ATTctcgagCGT | ATTgtcgacTTTT
pmir-C/EBPB_a I(’g,g’ggoa) NM_005194.3 é?cl)g gszéz CCCCCTGCCGG | TTTACTGCOCCC g;‘l’l/
g P cc AAAAGGC
. . ATTctcgagCGT | ATTgtcgacGGCA
pmir-C/EBP@_b I(’g,g’ggoa) NM_005194.3 i?gg gszéz CCCCCTGCCGG | GAGGGAGAAGC g;‘l’l/
g P cc AGAGA
. . ATTctegagTCT | ATTgtcgacCATC
pmir-C/EBPB_c I(’g,g’ggoa) NM_005194.3 i;gg ;IIZNSZ CTGCTTCTCCC | AACAGCAACAA g;‘l’l/
g P TCTGCC GCC
. . ATTctcgagGGC | ATTgtcgacTTTT
pmir-C/EBPB_d I(’g,g’ggoa) NM_005194.3 é??g ;IIZNSZ TTGTTGCTGTT | TTTACTGCCCCC g;‘l’l/
g P GATG AAAAGGC
; 3 ; ttaAAGCTTtage | taaGAATTCgacg
pmir-C/EBP(_e 1()}13111’ grigga) NM_005194.3 ig?? gﬁyczy geggeceecegegege | cgegeggggoccgeg | Pmel
gtcGAATTCtta | ctaAAGCTTtaa
PMX- w celu uzyskania wektora pMX-puro, wycieto enzymami BamHI i Notl wstawke
pMX-puro hsT2 hSTR z wektora pMX-hSTR, stepiono konce fragmentem Klenowa polimerazy I, po
czym zamknieto wektor ,na tepo”.
. . ATggatccGAGT | ATgcggeccgcCAC
PMX-MCPIP1 ﬁgﬂé NM_025079.2 iggo ;IIZNSZ CTGAGCTATGA | AGGCAGCTTAC }315\?;}111
P GTGG TCACTG
asv- plazmid
. : . pcDNA3. | CGGGATCCCGG | GGAATTCCCTC
}’ANI%\TMCPIPI s NM_028079.2 |90 | 1/MCPIP | AGTCTGAGCTA | ACTGGGGTGCT }315\?;}111
2048) APIN- TGAGTG GG
myc

3. Mutageneza ukierunkowana.

Do wprowadzenia mutacji uzyto reakcji PCR, w ktorej amplifikowano obie nici plazmidu
przy uzyciu starterow o diugosci 30-40 pz, w ktorych niekomplementarny fragment
(zmutowane nukleotydy) znajdowaty si¢ w potowie ich dlugosci. Do pojedynczej reakcji
przeprowadzonej w 20 pl wykorzystywano 10 ng plazmidu kodujacego prawidtowa forme
genu (pcDNA3.1/MCPIP1-myc), 50 ng kazdego ze starteroéw, 2 mM kazdego z ANTP, 2 ul
buforu 10 x stezonego oraz 1 U polimerazy DNA Pfu (Thermo Scientific). Reakcja PCR
rozpoczynala si¢ wstgpna denaturacja matrycy w 95°C przez 30 sekund, a nast¢pnie
przeprowadzano 13 cykli reakcji sktadajacej si¢ z: denaturacji (95°C, 30 sekund),
przytaczania starterow (55°C, 1 minuta), wydtuzania (68°C, 7 minut) i koncowego etapu
wydtuzania (68°C, 7 minut). Nastepnie do reakcji dodawano enzymu restrykcyjnego Dpnl
i inkubowano 1 godzing, w 37°C, w celu fragmentacji metylowanego plazmidu

matrycowego. Mieszaning reakcyjng transformowano bakterie kompetentne DHS5a (por.
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IV.15). Obecno$¢ mutacji stwierdzano poprzez sekwencjonowanie uzyskanych
konstruktow genetycznych. W Tabeli 2 przedstawiono utworzony konstrukt, wraz z
sekwencjami starterow.

Tabela 2. Sekwencje starterow uzytych w mutagenezie kierunkowej sekwencji kodujace;j
MCPIP1. Czcionka pogrubiong zaznaczono mutowany nukleotyd.

nazwa wektora uzyta nr mRNA w bazie starter ""forward" starter ""reverse"
matryca NCBI
pPCcDNAS3- PcDNAS. NM_025079.2 AGACCAGTGGTCATCA | GGCCACGTTGCTCCCAT
MCPIP1/D141N | 1/MCPIP ATGGGAGCAACGTGGCC | TGATGACCACTGGTCT
1-myc

4. Przygotowanie wektor6w retrowirusowych.

4.1. Przygotowanie konstruktow retrowirusowych.
W celu uzyskania czastek retrowirusowych, bedacych wektorem sekwencji kodujacej
ludzki MCPIP1, uzyto systemu pMX, opracowanego przez Dr Toshio Kitamura z
Uniwersytetu Tokijskiego (69). Wektory pMX, to jest pMX-ekspresyjny (z wbudowanym
genem opornosci na puromycyng), wektor pMX-GFP (kodujacy biatko =zielonej
fluorescencji) i wektor pomocniczy (kodujacy biatka gag, pol) udostepnita dr Xiao Xia Li
z Cleveland Clinic Foundation, USA. Do wektora ekspresyjnego pMX, w rejonie
oflankowanym miejscami restrykcyjnymi enzyméw BamHI/Notl, wprowadzono
sekwencje MCPIP1 lub MCPIPIAPIN, kodujagca mutanta delecyjnego MCPIPI.
Sekwencje kodujaca MCPIPIAPIN wycigto enzymami BamHI/Notl z wektora
pcDNA3.1/MCPIP1APIN-myc, wykonanego przez dr Danut¢ Mizgalska, ktoéra swoja
prace doktorska wykonata pod opieka prof. dr hab. Jolanty Jury. Mutant pozbawiony jest
regionu aminokwasowego 137-296, odpowiadajacego rybonukleazowej domenie PIN.
Sekwencje uzytych starterow i1 klonowany rejon MCPIP1 wskazano w Tabeli 1. Pusty
wektor pMX-puro przygotowano nastepujaco: 2 pug plazmidu hST2 trawiono enzymami
BamHI i Notl w 37°C przez 1,5 godziny. Produkty trawienia rozdzielono w 1 % zelu
agarozowym, a prazek o odpowiedniej masie wycieto w swietle UV o dlugosci fali 254 nm
1 oczyszczono zestawem kolumienkowym (Wizard® SV Gel and PCR Clean-UP System,
Promega). Elucj¢ z kolumny prowadzono uzywajac 25 pl wody wolnej od RNaz i DNaz
(Sigma Aldrich). Aby uzupeli¢ wolne konce 5’ pozostawione przez oba enzymy
restrykcyjne, wyizolowany DNA poddano reakcji z duzym fragmentem polimerazy DNA I
(fragment Klenowa) (New England Biolabs). W tym celu zmieszano: 500 ng wektora, 0,5
U polimerazy Klenowa, 1,5 pl buforu ,,2” 10x stezonego (NEB), ANTP w stezeniu
koncowym 33 uM kazdy. Mieszaning uzupelniono woda do objgtosci 15 pl. Reakcje
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prowadzono w temperaturze 25°C przez 15 minut. Reakcj¢ zakonczono przez dodanie
roztworu EDTA (Sigma Aldrich) wolnego od RNaz i DNaz w stezeniu koncowym 10 mM
1 inkubacj¢ mieszaniny reakcyjnej w temperaturze 75°C przez 20 minut. Nastgpnie DNA
oczyszczono zestawem kolumienkowym (Wizard® SV Gel and PCR Clean-UP System,
Promega). Elucj¢ z kolumny prowadzono uzywajac 25 pl wody wolnej od RNaz i DNaz
(Sigma Aldrich). Tak przygotowany wektor poddano ligacji: do 20 pl roztworu DNA
dodano 1 pl ligazy T4 (400 U) (Promega) i 1,1 pl buforu do ligazy 10x st¢zonego
(Promega). Mieszaning inkubowano przez noc w temperaturze pokojowej. Nastepnie 10 pl
mieszaniny ligacyjnej uzyto do transformacji 100 pl bakterii kompetentnych (por. IV.15).
Po catonocnej hodowli w 37°C na plytce z ampicyling pojedyncze kolonie przeniesiono do
hodowli ptynnych o objetosci 3 ml z ampicyling w stezeniu 100 pg/ml i hodowano przez
noc w 37°C z wytrzasaniem (220 obr./min.). DNA plazmidowe izolowano z bakterii przy
uzyciu zestawu do oczyszczania plazmidow (DNA mini kit, A&A Biotechnology).
Plazmidy poddano analizie restrykcyjnej poprzez trawienie enzymem EcoRI. Enzym
rozcina oryginalny plazmid hST2 w dwodch rejonach, z czego jeden lezy migdzy
sekwencjami rozpoznawanymi przez enzymy BamHI i Notl. Zatem prawidlowy produkt
przedstawial w obrazie elektroforetycznym pojedynczy prazek, natomiast produkt
nieprawidlowy — dwa prazki. Do dalszych eksperymentow wybrano jeden z klondéw o

prawidlowym wzorze elektroforetycznym.

4.2. Pakowanie wektorow retrowirusowych.

Pakowanie wirusow prowadzono w komorkach linii HEK293 - Phoenix Amphotropic.
Komorki wysiewano w gestosci 2,5x10° na powierzchnie 55 cm”. Transfekcje prowadzono
z uzyciem polietylenoiminy (PEI). W tym celu, 16 pg plazmidu pMX i 8 pg wektora
pomocniczego zawieszonych w 300 pl pozywki opti-MEM (Life Technologies) mieszano
z roztworem PEI (1 mg/ml) w stosunku masowym DNA:PEI 1:4. Po 15 minutach
inkubacji w temperaturze pokojowej mieszaning podawano kroplami do komorek
rosngcych w 10 ml pozywki wzrostowej. Po 16 godzinach od transfekcji pozywke
hodowlang zmieniano na §wiezg pozywke wzrostowa (DMEM z glukoza 4,5 g/l, 10 %
FBS). Pozywke podawano do naczynia bardzo ostroznie, zeby zapobiec odklejaniu sig¢
komorek. Po uptywie 48 godzin od transfekcji pozywka znad komorek pakujacych byta
zbierana, a komorkom podano 10 ml §wiezej pozywki wzrostowej. Zebrana pozywka byla
wirowana (10 min., 125 g) i filtrowana przez filtr celulozowy 0,45 pum. Pozywke

przechowywano w 4°C do nastepnego dnia. Po 72 godzinach od transfekcji, pozywka znad

36



komorek pakujacych byla ponownie zbierana, wirowana (10 min., 125 g) i filtrowana
przez filtr celulozowy 0,45 pum. Porcje pozywki zebranej po 48 i 72 godzinach od
transfekcji tagczono ze soba 1 dzielono na porcje o objetosci 3 ml, ktore mrozono w cieklym
azocie i przechowywano w -80°C.

Przygotowanie roztworu PEIL: Roztwér PEI 1 mg/ml, gotowy do transfekcji
przygotowywano rozpuszczajac nawazke PEI (Sigma Aldrich) w wodzie czystej od RNaz i
DNaz (Sigma Aldrich) ogrzanej do okoto 80°C. Po ochtodzeniu roztworu do temperatury
pokojowej ustalano pH 7 z uzyciem 5 M kwasu solnego. Roztwor filtrowano przez filtr
celulozowy 0,20 um w celu sterylizacji 1 usunigcia ewentualnych precypitatow PEL
Roztwoér porcjowano po 1,5 ml i przechowywano w -20°C. Przed uzyciem, porcje¢
roztworu rozmrazano i inkubowano w temperaturze 75°C przez 15 minut. Pojedyncza

porcje¢ PEI uzywano do trzech razy, kazdorazowo zamrazajac po uzyciu.
4.3. Oznaczanie miana wektorow retrowirusowych.

4.3.1 Oznaczanie st¢zenia retrowirusowego RNA w supernatantach infekcyjnych

W celu zachowania powtarzalnych warunkéw transdukcji, oznaczano fizyczne stezenie
RNA retrowirusowego w supernatantach infekcyjnych z uzyciem metody PCR w czasie
rzeczywistym. Zmodyfikowano w tym celu metod¢ opisang przez Sanburn i wsp. (128):
RNA izolowano z 300 pl supernatantu infekcyjnego z uzyciem Trizolu (Life Technologies)
precypitacje osadu wspomagajac dodatkiem drozdzowego tRNA (0,8 pg) (Sigma Aldrich).
W tym celu, z rozmrozonej porcji supernatantu infekcyjnego pobierano doktadnie 300 pl i
przenoszono do proboéwki zawierajacej 800 ul Trizolu. Mieszanine worteksowano przez 10
sekund. Nastepnie probowke krotko wirowano i do mieszaniny dodawano 160  pul
chloroformu. Mieszaning worteksowano przez 30 sekund, a nastgpnie wirowano przez 15
minut, przy 12 tys. g, w temperaturze 4°C. Z probowki pobierano doktadnie 600 pl fazy
wodnej 1 przenoszono do nowej probowki. Do roztworu dodawano 8 pg tRNA
drozdzowego (Sigma Aldrich) i 650 pl izopropanolu. Mieszaning worteksowano przez 10
sekund i1 inkubowano 15 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie probowki wirowano
przez 30 minut, przy 12 tys. g, w temperaturze 4°C. Nadsacz odciggano pipeta, a do osadu
dodawano 300 pl 75 % roztworu etanolu w wodzie traktowanej DEPC. Probowki
wirowano 5 minut, przy 12 tys. g, w temperaturze 4°C. Nadsacz odciggano pipeta, a osad
pozostawiono do wysuszenia w temperaturze pokojowej na okoto 5 minut.

Po wysuszeniu, do preparatu RNA dodawano 17,5 pul wody wolnej od RNaz i DNaz
(Sigma Aldrich), 0,5 ul DNazy (2 U) (Stratagene) oraz 2 pl buforu do DNazy (Stratagene).
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Reakcje prowadzono w 37°C przez 30 minut. Trawienie DNaza miatlo na celu
wyeliminowanie plazmidowego DNA pozostatego po transfekcji komorek HEK293.
Enzym hamowano poprzez dodanie 4 pl wolnego od RNaz i DNaz roztworu EDTA
(koncowe stgzenie 5 mM) (Stratagene) i1 inkubacj¢ w temperaturze 65°C przez 15 minut.
Tak przygotowane RNA poddano reakcji PCR w czasie rzeczywistym z jednoczesng

synteza mRNA (ang. one-step real-time PCR).

Sktad mieszaniny reakcyjne;j:

SKEADNIK REAKCJI OBJETOSC
RNA po reakcji trawienia DNaza 2,50
woda 0,65
roztwor MgCl, 25 mM (Sigma Aldrich) 1,20
starter F (PAC_F) 0,30
starter R (PAC_R) 0,30
odczynnik SybrGreen (EurX) 5,00
odwrotna transkryptaza MMLV-RT (Promega) 0,05

Kazdorazowo przygotowywano rowniez dwie reakcje kontrolne — w jednej z nich woda

zastepowano odwrotng transkryptaze, a w drugiej RNA.

Warunki reakc;ji:
ETAP REAKCJI TEMP]E:O%?TURA CZAS [sek.]
odwrotna transkrypcja 42 30
wstepna denaturacja i aktywacja 94
cykl powtarzany 40x:
denaturacja produktu 94 15
przylaczanie starterow i elongacja 62 60

W celu potwierdzenia specyficznosci produktow po zakonczeniu reakcji PCR w czasie
rzeczywistym wyznaczano krzywa topnienia produktow. Rezultaty reakcji PCR w czasie
rzeczywistym pozwalaly na okreslenie wzglednej ilosci retrowirusowego RNA w

poszczegolnych supernatantach infekcyjnych.

4.3.2. Oznaczanie miana biologicznego retrowirusow.

Miano wirusow w wymiarze [TU/ml] (ang. transforming units/ml) oznaczano dla wektora
pMX-GFP. W tym celu komérki linii HeLa transdukowano uzywajac odpowiednio 0 ml, 1
ml, 0,7 ml, 0,5 ml, 0,3 ml supernatantu infekcyjnego uzupetnionego pozywka wzrostowa
(DMEM z 1 g/l glukozy, 5 % FBS) do obj¢tosci 2 ml. Do mieszaniny dodawano polibrenu
(Millipore) o stezeniu koncowym 4 pg/ml. 100 tysigcy komodrek Hela zawieszonych w
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300 pl pozywki wzrostowej dodawano do 2 ml pozywki zawierajacej supernatant
infekcyjny 1 wysiewano na dotek 6-dotkowej ptytki hodowlanej. Po 24 godzinach pozywke
wymieniano na $§wiezg pozywke wzrostowa. Po trzech dniach od transdukcji komorki
odklejano od podioza z uzyciem trypsyny. W tym celu, pozywke odciggano pipeta
pasterowska, a komorki ptukano dwukrotnie PBS o objetosci 0,5 ml. Po odciagnigciu PBS,
do komorek dodawano 200 pl roztworu trypsyny/EDTA (0,05 %/0,02 %) i inkubowano
przez okoto 2 minuty w temperaturze 37°C. Dzialanie trypsyny blokowano zwieszajac
odklejone komorki w 1 ml 2 % FBS w PBS. Komérki wirowano (3 minuty, 1000
obr./min.), a osad komorek zawieszano w 0,5 ml 2 % FBS w PBS. Liczbe komoérek GFP-
pozytywnych w populacji oznaczano cytometrem przeptywowym, z pomocg mgr Ani
Labedz-Mastowskiej z Zaktadu Biologii Komoérki, WBBIB, UJ. Na podstawie uzyskanych
danych wykre$lano krzywa standardowsa, odkladajac na osi OX objeto$¢ supernatantu
infekcyjnego uzytego do transdukcji, a na osi OY liczbe czastek wirusowych.
Przyjmowano przy tym, ze 1 % GFP-pozytywnych komoérek oznacza, ze w objetosci
supernatantu infekcyjnego uzytego do transdukcji HeLa znajdowato si¢ 1 tysigc czastek
wirusowych. Miano obliczano wedlug formuty:
T = (PxN)/D, gdzie T = miano [TU/ml];
P = odsetek komorek GFP-pozytywnych, N = liczba komérek HeLLa w momencie

transdukcji (tj. 100,000), D = objetos¢ medium infekcyjnego [ml].

Stezenie efektywne pozostatych wektorow (pMX-puro, pMX-MCPIP1 i pMX-
MCPIP1APIN) wyliczano odnoszac okreslone dla nich stezenia retrowirusowego RNA do
stezenia RNA okre$lonego dla wektora pMX-GFP.

5. Hodowle komorkowe.

Linie komérkowe 3T3-L1 (nr kat. CL-173) i HepG2 (nr kat. HB-8065) zakupiono w
ATCC (ang. American Type Culture Collection) (Manassas, VA). Komorki linii HEK-293
otrzymano od prof. dr. hab. J6zefa Dulaka, z Zaktadu Biotechnologii Medycznej, WBBIB,
UJ. Komoérki linii HeLa otrzymano od prof. dr. hab. Jerzego Dobruckiego z Zaktadu
Biofizyki, WBBIB, UJ. Komorki linii HeLa wykorzystywane do oznaczania miana
retrowirus6w oraz komorki HepG2 hodowano w pozywce DMEM zawierajacej glukozg o
stezeniu 1 g/l z dodatkiem 5 % surowicy bydlecej (FBS) (pozywka wzrostowa). Komorki
linii HEK-293 oraz 3T3-L1 hodowano w pozywce DMEM zawierajacej glukozg o stezeniu
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4,5 g/l z dodatkiem 10 % FBS (pozywka wzrostowa). Komorki hodowano w atmosferze
nasyconej parg wodna, 5 % CO,, w temperaturze 37°C. Pasaze prowadzono tak, aby
gestos¢ komoérek na naczyniu hodowlanym nie przekroczyta 80 % powierzchni. W celu
odklejenia komoérek od podloza uzywano roztworu trypsyny/EDTA (0,05 %/0,02 %) w
PBS. Po odciagnieciu pozywki hodowlanej, komorki przeptukiwano roztworem PBS o
temperaturze 37°C. Po odciggnieciu PBS, do komérek dodawano roztworu
trypsyny/EDTA w ilosci 1 ml/75 cm? powierzchni hodowlanej. Trypsynizacje prowadzono
w temperaturze 37°C przez kilka minut - do czasu zaokraglenia si¢ komorek, co
obserwowano pod mikroskopem. Po tym czasie dzialanie trypsyny blokowano poprzez
dodanie do komorek pozywki wzrostowej zawierajacej FBS. Komorki sptukiwano z
naczynia hodowlanego pipeta serologiczng i przenoszono do proboéwki wirdéwkowej. Po
odwirowaniu komoérek (5 minut, 1000 obr./min.), odciaggano ptyn znad osadu a komorki
zawieszano przez kilkunastokrotne pipetowanie w 1-5 ml pozywki hodowlanej. Komorki
liczono z uzyciem licznika automatycznego Cell Countess (Life Technologies) 1

wysiewano w odpowiedniej liczbie do eksperymentu lub do dalszej hodowli.
6. Réznicowanie preadipocytéw.

Do réznicowania komorek 3T3-L1 wysiewano 50 tysigcy komoérek na 1 cm® powierzchni
hodowlanej. Po osiagnieciu monowarstwy (dzien 0) komorki indukowano do réznicowania
poprzez zmian¢ pozywki wzrostowej na pozywke réznicujacg - DMEM (4,5 g/1 glukozy,
10 % FBS) z dodatkiem: insuliny 5 pg/ml (Eli Lilly), deksametazonu 0,25 puM (Sigma
Aldrich) 1 3-izobutylo-1-metyloksantyny (IBMX) 0,5 mM (Sigma Aldrich). Po dwoch
dniach hodowli pozywke zmieniano na $wieza pozywke wzrostowa, wzbogacong jedynie
w insuline (10 pg/ml). Pozywke z insuling wymieniano co dwa dni, do czasu
wyksztalcenia sie¢ dojrzalych morfologicznie adipocytow (dzieh 8. od indukcji

réznicowania).
7. Barwienie czerwienig oil-red O.

W celu mikroskopowej i ilo$ciowej oceny wydajnos$ci réznicowania, po zakonczeniu
réznicowania, krople thuszczowe wypetniajace komorki 3T3-L1 barwiono czerwienig oil-
red O (Sigma Aldrich). W tym celu do pozywki, w ktorej rosty komoérki dodawano w
stosunku 1:1 (v/v) 10 % roztworu formaldehydu w PBS (POCH) i inkubowano przez 10

minut w temperaturze 37°C. Nastepnie ptyn znad komoérek odciggano, dodawano 10 %
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roztworu formaldehydu i inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej lub przez
noc w 4°C. Utrwalone komorki ptukano dwa razy po 15 sekund 60 % roztworem
izopropanolu w wodzie. Po ptukaniu izopropanol odciagano, a naczynie z komoérkami
pozostawiano do wysuszenia. Nastepnie, bezposrednio na komorki, dodawano barwnika
oil-red O rozpuszczonego w izopropanolu (0,18 % roztwor przygotowany na $wiezo z
roztworu 0,3 %). Po 10 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej komoérki ptukano
pi¢¢ razy pod biezaca woda. Wykonywano mikrofotografie wybarwionych komorek, po
czym barwnik ekstrahowano 100 % izopropanolem. Absorbancj¢ barwnika mierzono w
swietle o dlugosci fali 490 nm przy uzyciu spektrofotometru XMark Microplate

Spectrofotometer (BioRad).
8. Stymulacja komérek 3T3-L1 IL-1f.

Wodny roztwdr cytokiny o stezeniu 100 ng/ul rozcienczany byt kazdorazowo w pozywce
wzrostowej do koncowego stezenia 10 ng/ml. Pozywka hodowlana znad komorek byla
odciggana, po czym dodawano pozywki zawierajacej cytoking. Komorki przed stymulacja
nie byly wyciszane poprzez zmniejszenie ilo$ci surowicy, a liz¢ komodrek wykonywano w

czasie wlasciwym dla kazdego zaznaczonego punktu pomiarowego.
9. Modyfikacje genetyczne linii komérkowej 3T3-L1.

9.1. Utworzenie linii komorkowej 3T3-L1 z wyciszona ekspresja Mcpip1.

Sposrod czterech komercyjnie zaméwionych shRNA przeciw Mcpipl (SABiosciences nr
kat. KH16134N) tylko sh2 okazato si¢ wydajnie wycisza¢ ekspresje Mcpipl i zostato uzyte
w dalszych eksperymentach. Plazmid zawieral sekwencj¢ shRNA kodowang pod
promotorem U1 i gen oporno$ci na neomycyne.

Komorki transfekowano kompleksami shRNA i Lipofektaminy 2000 (Life Technologies)
w pozywce pozbawionej FBS. Zastosowano stosunek DNA do lipofektaminy i procedurg
transfekcji opisang w instrukcji producenta. Transfekcj¢ prowadzono na szalce hodowlane;j
®10 cm. 60 pl Lipofektaminy 2000 zmieszano z 1,5 ml pozywki opti-MEM (Life
Technologies) i inkubowano 5 minut w temperaturze pokojowej. Nastgpnie zawiesing
Lipofektaminy 2000 w Opti-MEM dodano do 24 ug DNA zmieszanego z 1,5 ml pozywki
Opti-MEM, delikatnie zamieszano i inkubowano przez 20 minut w temperaturze
pokojowej. Komoérkom wysianym 24 godziny wczes$niej i rosngcym na szalce w gestosci

60-70 % zmieniono pozywke na 10 ml $wiezej pozywki wzrostowej (DMEM z 4,5 g/l
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glukozy 1 10 % FBS). Przygotowane kompleksy DNA-Lipofektamina 2000 dodawano do
komorek kroplami bezposrednio na pozywke. Kilka razy poruszono szalka, zeby
umozliwi¢ rdwnomierne zmieszanie komplekséw z pozywka, po czym szalk¢ odstawiono
do inkubatora hodowlanego. Po 4 godzinach od transfekcji komorki odklejono od podtoza
z uzyciem trypsyny. W tym celu odciaggni¢to pozywke hodowlang, komorki przeptukano 3
ml PBS o temperaturze 37°C i dodano 1 ml roztworu trypsyny/EDTA (0,05 %/0,02 %) w
PBS o temperaturze pokojowej. Komorki inkubowano z roztworem trypsyny przez ok. 3
minuty, tj. do czasu zaokraglenia si¢ komodrek, po czym zablokowano dziatanie trypsyny
przez dodanie 3 ml pozywki wzrostowej. Komoérki zwirowano (5 minut, 1000 obr./min.),
zawieszono w pozywce wzrostowej 1 rozdzielono na 4 nowe szalki hodowlane ®10 cm. W
celu wyeliminowania komorek nietransfekowanych, po 24 godzinach od transfekcji do
pozywki hodowlanej, w ktorej rosty komoérki dodano gentamycyny G418 (Sigma Aldrich)
(600 pg/ml). Hodowle w obecnosci antybiotyku prowadzono przez 14 dni, pasazujac
komorki tak, by nie przekroczyty gestosci 70 %. Po 14 dniach selekcji komorki wysiewano

do eksperymentéw w pozywce wzrostowej zawierajacej gentamycyne (300 pg/ml).

9.2. Utworzenie linii komorkowej 3T3-L1 z ekspresja egzogennego MCPIP1.

W celu wywotania ekspresji MCPIP1 w preadipocytach 3T3-L1, komoérki transdukowano
wektorami retrowirusowymi. Uzyto wektorow: pMX-MCPIP1 kodujacego kompletne
biatko, pMX-MCPIP1APIN kodujacego mutanta delecyjnego oraz pMX-puro jako wektora
kontrolnego. Objetosé supernatantu infekcyjnego zawierajaca 68x10° TU (ang.
transforming units) (por. IV.4.3) pobrano z porcji rozmrozonej w temperaturze 37°C i
uzupetniono do 10 ml pozywka wzrostowa (DMEM z 4,5 g/l glukozy, 10 % FBS). Do
mieszaniny dodano 2 ml pozywki wzrostowej zawierajacej 1,5 x 10° komoérek i polibrenu
(Millipore) o koncowym stezeniu 4 pg/ml. Komorki wysiano na powierzchnie 150 cm®. Po
24 godzinach od infekcji pozywke zmieniono na $wieza pozywke wzrostowa. Po 72
godzinach od infekcji do pozywki dodano puromycyny w stezeniu selekcyjnym (3 pg/ml).
Selekcje prowadzono przez 5 kolejnych dni, w razie konieczno$ci komorki pasazowano tak,
aby ich gestos¢ nie przekroczyla 70 % powierzchni naczynia. Eksperymenty rozpoczynano
po 5 dniach hodowli komérek w obecnosci antybiotyku.

W  przypadku eksperymentéw z opdzniong ekspresja egzogennych MCPIP1 i
MCPIP1APIN, infekcje prowadzono réwnoczesnie ze stymulacja do roznicowania.
Komoérki 3T3-L1 rosngce w monowarstwie na powierzchni 3,8 cm” (dotek 12-dotkowej

ptytki hodowlanej) transdukowano mieszaning supernatantu infekcyjnego zawierajacego
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17x10° TU i pozywki wzrostowej w 2 ml objetoéci catkowitej. Do mieszaniny dodawano
polibren (4 pg/ml) i1 czynniki adipogenne (insulina, deksametazon, IBMX) w stezeniach
wiasciwych dla pozywki réznicujacej (por. IV.6). Po 24 godzinach od infekcji pozywke
zmieniano na pozywke rdznicujaca, a po 48 godzinach od infekcji na pozywke wzrostowa
wzbogacong jedynie w insuling (10 pg/ml). Pozywke z insuling wymieniano co dwa dni,

do czasu wyksztatcenia si¢ dojrzatych morfologicznie adipocytéw (dzien 8-11).
10. Izolacja RNA z komérek eukariotycznych.

RNA z komérek 3T3-L1 lub HepG2 izolowano uzywajac metody Chomczynski-Sacchi
(16). Komorki rosngce na naczyniu hodowlanym plukano zimnym roztworem PBS. W
przypadku adipocytow 3T3-L1 uzywano PBS w temperaturze pokojowej, aby unikng¢
odklejania si¢ komodrek. Po odciggnieciu PBS komorki lizowano roztworem GTC
zawierajacym 4 M tiocyjanian guanidyny, 25 mM octan sodu, pH 7,0, 0,5 % m/o N-
laurynian sarkozyny i 100 mM p-merkaptoetanol. Lizaty komoérkowe przenoszono do
probowek 1 mrozono w -20°C. W nastgpnym etapie izolacji do 500 pl rozmrozonych
lizatow dodawano kolejno: 50 ul 2 M octanu sodu, pH 4,0, 500 pl fenolu i 130 mieszaniny
chloroform/alkohol izoamylowy (49:1). Probki worteksowano przez 5 sekund i po 10
minutach inkubacji na lodzie wirowano przy 12 tys. g, przez 20 minut w temperaturze 4°C.
Faz¢ wodng przenoszono do nowej probéwki, dodawano 600 pl izopropanolu 100 %. Po
15 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej wytracone RNA wirowano przez 30
minut przy 15 tys. g, w temperaturze 4°C. Po odciggnigciu supernatantu, do osadu dodano
500 pl roztworu 75 % etanolu w wodzie traktowanej DEPC. Probéwke wirowano przez 5
minut przy 15 tys. g, w temperaturze 4°C. Po dwéch rundach przemywania osadu, etanol
odciggano pipetg a oczyszczone RNA suszono okoto 10 minut w temperaturze pokojowe;.
Osad rozpuszczano w 15-30 pl wody wolnej od RNaz i DNaz (Sigma Aldrich). Stezenie
RNA mierzono z uzyciem spektrofotometru ND-1000 (NanoDrop), natomiast integralnos¢

RNA sprawdzano prowadzac elektroforeze w 1 % zelu agarozowym.
11. Izolacja RNA z wycinkéw tkanki thuszczowe;j.

Wycinki podskérnej tkanki thuszczowej od ludzi pobierane byly podczas operacji
ginekologicznych lub gastrologicznych. Tkanki zanurzone w odczynniku RNA Later (Life
Technologies) dzielono na mniejsze fragmenty i okoto 50 mg tkanki przenoszono do

proboéwki zakrecanej o objetosci 2 ml. Do probowki dodawano 1 ml odczynnika Trizol
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(Life Technologies) 1 natychmiast homogenizowano z uzyciem mechanicznego
homogenizatora kulkowego (Qiagen) przy czestotliwosci 300 Hz przez 10 minut w
temperaturze pokojowej. Po homogenizacji probowki wirowano przez 10 minut przy 12
tys. g, w temperaturze 4°C. Goérng faze lipidowa odciggano, a pozostaly supernatant
przenoszono do nowej probowki. Do supernatantu dodawano 200 pl chloroformu i
worteksowano przez 10 sekund. Mieszaning inkubowano przez 5 minut w temperaturze
pokojowej, po czym wirowano przez 15 minut przy 12 tys. g, w temperaturze 4°C. Faze
wodng przenoszono do nowej probowki i mieszano z 500 pl 100 % izopropanolu.
Probdéwke wytrzasano przez 10 sekund, po czym wirowano przez 30 minut przy 12 tys. g,
w temperaturze 4°C. Nadsacz odciggano, a do osadu dodawano 500 pl roztworu 75 %
etanolu w wodzie traktowanej DEPC. Probéwke wirowano przy 12 tys. g przez 5 minut w
temperaturze 4°C. Po dwoch rundach przemywania osadu, etanol odciagano pipeta, a
oczyszczone RNA suszono przez okoto 10 minut w temperaturze pokojowej. Osad
rozpuszczano w 30 pl wody wolnej od RNaz i DNaz (Sigma Aldrich). Stezenie RNA
mierzono z uzyciem spektrofotometru ND-1000 (NanoDrop), integralno§¢ RNA

sprawdzano prowadzac elektroforeze w 1 % zelu agarozowym.

Wyecinki tkanki trzewnej od myszy db/db oraz myszy typu dzikiego pobierano tuz po
dekapitacji zwierzat i mrozono w cieklym azocie. Okoto 50 mg zamrozonej tkanki
przenoszono w parach ciektego azotu do zakrgcanej probowki o objetosci 2 ml. Do
probéwki dodawano 1 ml odczynnika Trizol (Life Technologies) i natychmiast
homogenizowano tkanke oraz izolowano RNA wedhig procedury opisanej powyzej.
Myszy pochodzily z hodowli Zaktadu Biotechnologii Medycznej, WBBIB, UJ. Materiat

zostat grzeczno$ciowo udostepniony do badan przez prof. dr hab. Alicje J6zkowicz.

Badania dotyczace tkanek pochodzenia ludzkiego i zwierzecego byly prowadzone za

zgoda Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego.
12. Odwrotna transkrypcja i PCR w czasie rzeczywistym.

Do syntezy cDNA uzywano 1 pg preparatu RNA rozpuszczonego w wodzie. Reakcje
prowadzono z uzyciem 0,25 ug startera oligo(dT): To0VN, gdzie V:{A,C,G}, N:{A,C,G,T}
1 odwrotnej transkryptazy M-MLV (Promega), zgodnie z instrukcja producenta. Jesli nie
zaznaczono inaczej, cDNA bylo rozciefczane pigciokrotnie woda wolng od RNaz i DNaz
(Sigma Aldrich) i przechowywane do czasu analiz w -20°C. Reakcja PCR w czasie
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rzeczywistym byta prowadzona w termocyklerze RotorGene 3000 (Corbett), z uzyciem
odczynnika sybr-green KAPA Sybr (Nippon) (Ryc.l, Ryc.5, Ryc.6, Ryc.16) lub w
termocyklerze Eco (Illumina), z uzyciem odczynnika sybr-green A (A&A Biotechnology)
(Ryc.2, Ryc.7, Ryc.8, Ryc.10, Ryc.12, Ryc.15). Objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita
10 pl. Reakcje prowadzono w duplikatach lub w triplikatach wedlug programu:

ETAP REAKCJI PCR W CZASIE
RZECZYWISTYM TEMP. [°C] CZAS [sek.]
denaturacja wstgpna i aktywacja polimerazy 95 600
cykl powtarzany 40x:
denaturacja produktu 95 15
przylaczanie starterow wykaz w Tabeli 3 15
wydtuzanie 72 20

Sygnat fluorescencji mierzony byl po zakonczeniu etapu wydluzania. Aby potwierdzi¢
specyficznos$¢ produktu, po zakonczonej reakcji wykreslano krzywa topnienia produktu.
Startery projektowano z uzyciem programu SnapGene (GSL Biotech), a parametry
biofizyczne, takie jak tworzenie hetero/homodimeréw 1 struktur drugorzedowych,
weryfikowano programem OligoAnalyzer (Integrated DNA Technologies). Temperaturg
przylaczania starteréw okre$lano poprzez przeprowadzenie reakcji PCR w gradiencie
temperatur przylaczania 1 elektroforeze produktow w zelu agarozowym. Nastgpnie
okreslano wydajno$¢ reakcji PCR dla tej temperatury, poprzez przeprowadzenie PCR w
czasie rzeczywistym na matrycy szesciu seryjnych rozcienczen (1 - 10”°) cDNA. Do analiz
wykorzystano tylko takie pary starterow, dla ktérych wydajno$¢ reakcji miescita si¢ w
zakresie 0,98-1,02 a powstaty produkt byt homogenny i specyficzny. Sekwencje starterow

wraz z temperaturg przytaczania podano w Tabeli 3.

Tabela 3. Sekwencje starteréw uzywanych w PCR w czasie rzeczywistym wraz z
temperaturg przytaczania do matrycy.

nr dostepu w temp.
" " " ”
nazwa genu bazie NCBI starter "forward starter "reverse p{l;zcy]l.
GACATCACCAAGGGT | TCAGCACACTGGCAT
Eef? NM_007907.2 GTGCAG AGAGGC 60
C/ebp beta, 1. wariant NM_001287738. | CAAGCTGAGCGACGA | CAGCTGCTCCACCTT 62
transkrypcyjny 1 GTACA CTTCT
Ppar gamma, 1.1 2. NM_001127330. | AGGCCGAGAAGGAGA | TGGCCACCTCTTTGC 62
wariant transkrypcyjny 1 AGCTGTTG TCTGCTC
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Fabp4 NM_024406.2 | AR IITCAAGAGOATC | TOAGEUCTTTCATAA | 62
Adiponektyna NM_009605.4 | gorooh GAAGOCGOT ) GAATGGOCTIGTCCT | - 6
Leptyna NM_o08405.5 | GOGTCACTGGOTTGG | AGOAGATGGAGGAG | gq
Vegta, 1./2./4./5. wariant | NM_001110267. | CTTGTTCAGAGCGGA | ACATCTGCAAGTAG | o
transkrypcyjny 1 GAAAGC GTTCGTT
-6 NM 0511681 | GrOASAIOCAGAGTC | TTRUATUTOTIGET | gg
cd14 NM_009841.4 | Gror o COTTARAGE ) GTTGUABAGGTION | - 62
Lol NM_005509.2 | CTTICACTOGGATOOT | AGGTGGAGATOGGA | g
Mopipl (Ze3h12a) NM 1631692 |omacy o hCCAGAT | OAGOOUCTCOTCGAT | 6o
Mop-1 NM_011335.5 | ot AALATCTGGATC ) GOATTAGOTTOAGAT 62
13. Western blot.

Komérki rosngce na naczyniu hodowlanym plukano zimnym roztworem PBS. W
przypadku adipocytow 3T3-L1 uzywano PBS w temperaturze pokojowej, aby unikngc¢
odklejania si¢ komorek. Po odciggnieciu PBS komorki lizowano roztworem RIPA (25 mM
Tris*HCL, pH 7,6, 150 mM NaCl, 1 % NP-40, 1 % deoksycholan sodu, 0,1 % SDS)
wzbogaconym w inhibitory proteaz (Roche lub Sigma Aldrich) i fosfataz (Roche).
Pozostatosci komorkowe odseparowywano poprzez wirowanie lizatdow przez 10 minut
przy 15 tys. g, w temperaturze 4°C 1 przeniesienie nadsaczu do nowych probowek.
Stezenie catkowitego biatka w klarownych lizatach oznaczano metoda BCA na ptytce 96-
dotkowe;j.

Lizaty o réwnym stezeniu catkowitego biatka (10-30 pg) mieszano z buforem
obcigzajacym (0,375 M TriseHCI pH 6,8, 12 % SDS, 60 % glicerol, 0,6 M DTT, 0,06 %
bigkit bromofenolowy) i rozdzielano w 10 % zelu poliakryloamidowym (SDS-PAGE).
Nastepnie biatka elektrotransferowano na membrange PVDF (Millipore) uzywajac aparatu
do mokrego transferu (BioRad). Membrany blokowano w 3 % mleku rozpuszczonym w

buforze TBS zawierajacym 0,1 % Tween (Bioshop) dla przeciwciat anty-Mcpipl (Santa
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Cruz) lub w 2 % BSA (BioShop) rozpuszczonym w buforze TBS zawierajacym 0,1 %
Nonidet (BioShop) dla pozostatych przeciwcial. Membrany inkubowano z odpowiednimi
przeciwcialami przez noc w 4 °C. Niezwigzane przeciwciata odptukiwano 3 x 8 minut

buforem TBS zawierajacym odpowiednio Tween lub Nonidet.

Tabela 4. Zestawienie przeciwciat uzywanych w western blot.

rozpoznawane bialko | bioreaktor producent nr kat. |rozcienczenie

MCPIP1 krolik produkcja wlasna - 2000 x
Mcpipl koza Santa Cruz Bt. sc- 100 x

fosfo-p65 (Ser536) krolik Cell Signaling 3033 1000 x
a-aktyna mysz Sigma Aldrich | A2066 10000 x
tubulina mysz Abcam ab6160 2000 x
Ppary krolik Cell Signaling 2435 1000 x
C/ebpp krolik Cell Signaling 3082 500 x

po5 krolik Abcam Ab16502 1000 x
fosfo-ERK1/2 krolik Cell Signaling 9101 1000 x
kozie IgG krolik R&D HAFO017 30000 x
mysie IgG koza BD Pharminogen | 554002 20000 x
kroélicze 1gG koza Cell Signaling 7074 30000 x

Nastgpnie membrany inkubowano przez 1 godzing z przeciwcialami drugorzedowymi
rozpuszczonymi w takim samym buforze jak przeciwciata pierwszorzedowe. Niezwigzane
przeciwciala odplukiwano 4 x 8 minut buforem TBS zawierajacym odpowiednio Tween
lub Nonidet. Detekcji sygnatu dokonywano z uzyciem substratu Luminata Crescendo
(Millipore) i1 detektora ChemiDoc (Bio-Rad). Analiz¢ densytometryczng wykonano z
uzyciem programu Image Lab 4.1 (Bio-Rad). Intensywnos$¢ sygnaléw normalizowano
wzgledem sygnatu aktyny po odjeciu tta. Uzywane w western blot przeciwciata

przedstawione sa w Tabeli 4.
14. Aktywnos¢ lucyferazy.

14.1. Wektor reporterowy aktywacji Creb.

Komorki 3T3-L1 hodowane na ptytkach 48-dotkowych transfekowano w pozywce Opti-
MEM kompleksami Lipofektaminy 2000 (Life Technologies) i wektora reporterowego
pCI-6.24 (Addgene kat. 41003), kodujacego lucyferaze firefly pod promotorem
minimalnym z dodatkowymi czterema miejscami wigzania dla Creb. Konstruktu

reporterowego uzyto w stosunku molowym 10:1 wzgledem konstruktu normalizujacego
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pEF1/Myc-His/Gal kodujacego galaktozydazg. Do transfekcji komorek rosnacych na
pojedynczym dotku uzyto 0,8 pg calkowitego DNA 1 2 pl Lipofektaminy 2000.
Kompleksy przygotowywano w 50 ul Opti-MEM tak jak opisano w rozdziale IV 9.1. Po
24 godzinach od transfekcji komoérki stymulowano do rdéznicowania poprzez zmiang
pozywki wzrostowej na pozywke roznicujaca. Po 2 godzinach od indukcji réznicowania
przeprowadzono analiz¢ chemiluminescencji uzywajac zestawu Dual-Light System
(Applied Biosystems) wedlug instrukcji producenta. Pomiaru luminescencji dokonano na
aparacie MiniLuminat LB 96P (EG&G Berthold). Aktywno$¢ lucyferazy byla
normalizowana wzgledem aktywnosci [-galaktozydazy, jako wewnetrznej kontroli

transfekcji, a nastgpnie pordwnywana mi¢dzy probkami.

14.2. Wektor reporterowy degradacji 3° UTR.

Komorki 3T3-L1 hodowane na ptytkach 24-dotkowych transfekowano w pozywce Opti-
MEM kompleksami Lipofektaminy 2000 (Life Technologies) i mieszaning wektora
pcDNA3.1 z wektorem reporterowym pmir-GLO (Promega), kodujacego lucyferaze firefly
pod promotorem PGK oraz lucyferaze Renilla pod promotorem SV40. szczegodly
dotyczace konstrukcji wektorow reporterowych opisano w Rozdz. IV.2. Do transfekcji
komorek rosngcych na pojedynczym dotku uzyto 4 ul Lipofektaminy 2000 i 0,8 pg
catkowitego DNA (0,7 pg wektora reporterowego i 0,1 pg wektora pcDNA3.1). W
przypadku kotransfekcji wektorami kodujacym MCPIP1 (formy dzikiej lub z mutacja
punktowa) uzyto mieszaniny plazmidéow w skladzie: 0,7 pg wektora reporterowego, 0,075
ng wektora pcDNA3.1 i 0,025 pg wektora pcDNA3.1-MCPIP1 albo pcDNA3.1-
MCPIP1/D141A. Kompleksy przygotowywano w 50 ul Opti-MEM tak jak opisano w
rozdziale IV 9.1. Po 24 godzinach od transfekcji przeprowadzono analizg
chemiluminescencji uzywajac zestawu Dual-Luciferase Reporter System (Promega).
Pomiaréw dokonywano na aparacie MiniLuminat LB 96P (EG&G Berthold). Aktywno$¢
lucyferazy firefly byta normalizowana wzgledem aktywno$ci lucyferazy Renilla, jako

wewngtrznej kontroli transfekcji, a nastgpnie porownywana mi¢dzy probkami.
15. Uzyskanie bakterii kompetentnych oraz ich transformacja.

W celu uzyskania bakterii kompetentnych pojedyncza koloni¢ szczepu DHS5a pozyskang z
bezantybiotykowej hodowli ptytkowej hodowano w 20 ml pozywki TYM. Po osiaggnieciu
gestosci optycznej ODgop W przedziale od 0,5 do 0,8 hodowle przenoszono do 100 ml
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pozywki TYM. Po osiagnigciu ODggo od 0,5 do 0,9, hodowle ponownie rozcienczano 5-
krotnie pozywka TYM i hodowano do gestosci ODggo = 0,6. Nastepnie bakterie chtodzono
1 wirowano przez 15 minut w przyspieszeniu 4500 g, w temperaturze 4°C. Osad bakteryjny
przeplukiwano na lodzie dodajac 100 ml schtodzonego buforu TfB1. Bakterie ponownie
wirowano przez 8 minut w przyspieszeniu 4500 g, w temperaturze 4°C. Nastepnie osad
bakterii zawieszano w 20 ml TfB2, porcjowano do probowek po 0,1 ml i mrozono w
ciektym azocie. Porcj¢ bakterii kompetentnych przechowywano w temperaturze -80°C.

W celu przeprowadzenia transformacji bakterii plazmidowym DNA, porcje bakterii
kompetentnych rozmrazano na lodzie i dodawano do nich 50 ng plazmidowego DNA lub
10 pl mieszaniny ligacyjnej, co odpowiadato 50-100 ng DNA. Inkubowano na lodzie przez
15 minut, po czym bakterie poddawano szokowi termicznemu inkubujac probowke bez
wytrzasania przez 45 sekund w temperaturze 42°C. Nastgpnie, do probéwki dodawano 500
ul sterylnej pozywki LB bez antybiotyku i inkubowano z wytrzasaniem (200 obr./min.)
przez 1 godzing w temperaturze 37°C. Po tym czasie bakterie krotko wirowano w 4500 g,
osad zawieszano w 50 pl pozywki LB i rozprowadzano glaszczka na szalce Petriego
zawierajacej zestalong agarem pozywke LB z odpowiednim antybiotykiem selekcyjnym.
Pozywki 1 bufory:

Luria-Bertrani (LB): 1 % (m/o) trypton, 0,5 % (m/o) ekstrakt drozdzowy, 0,5 % (m/o)
NaCl, oraz 1,5 % (m/o) agar w przypadku podtoza statego.

TYM: 2 % (m/o) trypton, 0,5 % (m/o0) ekstrakt drozdzowy, 100 mM NaCl, 10 mM MgSQy,
Ttbl: 100 mM KCI, 50 mM MnCl,, 30 mM CH3;COOK, 10 mM CacCl,, 15 % glicerol

Tfb2: 10 mM MOPS, 10 mM KCI, 75 mM CaCl,, 15 % glicerol

16. Analiza statystyczna.

Dla oznaczenia istotno$ci statystycznej roznic mi¢dzy dwoma Srednimi uzywano testu
ANOVA, przy zatozonym poziomie istotnosci a = 0,05. Przy poréwnywaniu Srednich
wigcej niz dwoch grup uzywano testu ANOVA w polaczeniu z testem Bonferoniego.

Analize statystyczng prowadzono programem GraphPad Prism 5 (GraphPad Software).
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V. Wyniki.

1. Aktywacja genu Mcpipl w czasie adipogenezy.

1.1. Poziom mRNA Mcpipl zmienia si¢ w czasie adipogenezy.

W celu sprawdzenia czy Mcpipl moze by¢ czynnikiem zaangazowanym w adipogenezg,
sprawdzono, czy jego ekspresja zmienia si¢ po stymulacji réznicowania. W tym celu
komorki 3T3-L1 hodowano na ptytkach hodowlanych i dwa dni po uzyskaniu peine;j
gestosci, stymulowano do réznicowania dodatkiem insuliny (INS), deksametazonu (DEX)
1 IBMX do pozywki wzrostowej (pozywka rdznicujaca). R6znicowanie prowadzono przez
6 dni. W ostatnim dniu réznicowania komorki indukowane do adipogenezy i komorki
kontrolne (nier6znicujace) poddano barwieniu oil-red O 1 wykonano zdjecia
mikroskopowe. Analiza mikroskopowa ujawnita komorki wypetnione kroplami ttuszczu,
wskazujac na wydajng indukcje 1 przebieg réznicowania. Nastepnie barwnik
wyekstrachowano z komorek i zmierzono jego absorbancj¢ [Ryc.1A].

W celu potwierdzenia prawidtowego przebiegu rdéznicowania na poziomie biochemicznym,
w okreslonych punktach czasowych po indukcji réznicowania (0, 1, 2, 3, 4, 6, 12 godzin i
1,2,3,4,5,6, 8, 10 dni) komodrki réznicujace i kontrolne lizowano i izolowano z nich
RNA, ktére poddano nastgpnie odwrotnej transkrypcji. Analiza PCR w czasie
rzeczywistym wykazata w komoérkach roznicujacych przyrost ilosci transkryptow
glownych bialek adipogennych - C/ebpf i Ppary [Ryc.1B]. Ekspresja Ppary nastgpowala
poczawszy od drugiego dnia réznicowania i stale rosta. Ekspresja C/ebpp natomiast
rozpoczela si¢ tuz po indukcji réznicowania, osiggajac maksimum w drugiej godzinie
stymulacji, a nastepnie zmniejszyta si¢ do potowy, utrzymujac jednak zwickszony poziom
przez kolejne dwa dni. Poczawszy od trzeciego dnia réznicowania, ilo$¢ transkryptu
C/ebpp w komoérkach stymulowanych byla juz tylko nieznacznie wyzsza w pordwnaniu z
komoérkami kontrolnymi (nierdznicujagcymi). Charakter zmian ekspresji obu czynnikow
transkrypcyjnych zgadzal si¢ z danymi literaturowymi (25, 64), wskazujac na skuteczng
indukcje réznicowania i postgp procesu w czasie.

Analiza poziomu transkryptu Mcpipl metoda PCR w czasie rzeczywistym wykazata, ze
podanie pelnego koktajlu roznicujacego powodowato gwaltowne lecz tymczasowe
podniesienie si¢ poziomu mRNA dla Mcpipl [Ryc.1B]. Wzrost osiggal maksimum w

szostej godzinie roznicowania, nast¢pnie ilo$¢ transkryptu malata, osiagajac po 24
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godzinach poziom poréwnywalny do komorek niestymulowanych.
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Ryc.1. Analiza poziomu mRNA Mcpipl w czasie adipogenezy.

Dwa dni po osiggnieciu pelnej gestosci (Oh) komodrki 3T3-L1 stymulowano do
réznicowania (adipogeneza) lub pozostawiono niestymulowane (kontrola). A. Fotografie
mikroskopowe komoérek w 6smym dniu réznicowania wybarwionych czerwienig oil-red O
oraz wykres przedstawiajacy absorbancje wyekstrahowanego barwnika. Linia na
mikrofotografiach odpowiada 100 um. B. Analiza PCR w czasie rzeczywistym poziomu
transkryptow gendéw Mcpipl, C/ebpf i Ppary w komoérkach w czasie réznicowania w
odniesieniu do poziomu w komodrkach nierdznicujacych, ustalonego dla kazdego punktu
czasowego jako 1 (oznaczono linig przerywang). Wykresy przedstawiaja srednig = SEM z
trzech niezaleznych powtdrzen eksperymentu. *p < 0,05 ; ***p < 0,002 liczone wzgledem
komorek nierdéznicujacych.

1.2. Indukcja ekspresji Mcpip1 nastepuje tylko pod wplywem wszystkich trzech
czynnikow adipogennych.

Koktajl indukujacy réznicowanie preadipocytow sktada si¢ z trzech skladnikéw, ktore
uruchamiaja osobne $ciezki sygnatowe. Sprawdzono, ktory ze skladnikéw pozywki
réznicujacej odpowiada za indukcje ekspresji Mcpipl w czasie adipogenezy. W tym celu
komorki 3T3-L1 hodowano do osiagnigcia pelnej konfluencji i po dwoch dniach pozywke
wymieniono na pozywke rdznicujaca, zawierajacg wszystkie trzy czynniki adipogenne
(INS, DEX, IBMX) albo na pozywke zawierajaca w tylko jeden z wyzej wymienionych
czynnikow. Po sze$ciu godzinach od stymulacji komorki lizowano i izolowano z nich
RNA, ktére poddano nastgpnie odwrotnej transkrypcji. Analiza PCR w czasie
rzeczywistym wykazala, ze aktywacja transkrypcji genu Mcpipl nastgpowala tylko pod
wpltywem pozywki rdéznicujacej zawierajacej wszystkie trzy skladniki adipogenne.
Natomiast insulina, deksametazon i IBMX podane osobno nie wptywaly na poziom

transkryptu Mcpipl [Ryc.2].
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Ryc.2. Analiza poziomu mRNA Mcpipl po stymulacji pojedynczymi czynnikami
adipogennymi. Dwa dni po osiggnieciu peilnej gestosci (0h) komorki 3T3-L1
stymulowano do rdéznicowania koktajlem trzech czynnikéw adipogennych (DMI) lub
kazdym z czynnikéw osobno. INS - insulina, DEX - deksametazon, IBMX -
3-izobutylo-1-metyloksantyna. Kontrolg¢ stanowitly komorki nieréznicowane. Wykres
przedstawia poziom ekspresji genu Mcpipl mierzony w szostej godzinie od stymulacji.
Pokazano $rednig £ SEM z trzech niezaleznych powtdrzen eksperymentu. ***p < 0,002
(wzgledem komorek nierdznicujacych).

2. Poziom biatka Mcpip1l zmienia si¢ w czasie adipogenezy.

Aby sprawdzi¢ czy zmiany poziomu transkryptu Mcpipl obserwowane w czasie
réznicowania pociagaja za sobg zmiany na poziomie biatka, komorki 3T3-L1 hodowano do
pelnej gestosci 1 dwa dni pdzniej stymulowano do rdéznicowania pozywka roznicujaca
zawierajacg INS, DEX, IBMX. Réznicowanie prowadzono przez 6 dni. W okre$lonych
punktach czasowych (0, 6, 12 godzin, 1, 3, 6 dni po indukcji réznicowania) komorki
lizowano.

Analiza western blot wykazata wlasciwy dla roéznicowania wzoér ekspresji czynnikow
transkrypcyjnych C/ebpP i1 Ppary [Ryc.3]. C/ebpp przyrastato poczawszy od dwunastej
godziny rdéznicowania, osiggajac maksymalny poziom w dniu pierwszym, po czym pod
koniec réznicowania (dzien trzeci i szosty) poziom C/ebpf obnizyt si¢ i byl poréwnywalny
z komorkami nier6znicujacymi. Ppary przyrastalo poczawszy od trzeciego dnia i
utrzymywato wysoki poziom w komorkach zréznicowanych.

Analiza western blot wykazata rdwniez, ze poziom Mcpipl pod koniec réznicowania jest
$rednio 6-krotnie wyzszy w poréwnaniu z komérkami nier6znicujagcymi [Ryc.3]. Przyrost
ilo$ci biatka widoczny byl juz w szostej godzinie od indukcji réznicowania. Jednakze w
pierwszym dniu réznicowania obserwowano tymczasowy spadek ilosci Mcpipl do
poziomu poréwnywalnego z komoérkami nierdéznicujagcymi. Co ciekawe, Mcpipl w tym
punkcie czasowym roznicowania wykazato inny wzoér migracji w zZelu niz Mcpipl w

pozostatych punktach pomiarowych roznicowania czy tez Mcpipl w komorkach
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nierdznicujacych.
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Ryc.3. Analiza poziomu bialka Mcpip1 w czasie adipogenezy.

Dwa dni po osiggnieciu pelnej gestosci (Oh) komodrki 3T3-L1 stymulowano do
réznicowania (adipogeneza) lub pozostawiono niestymulowane (kontrola). A. Analiza
western blot ekstraktow biatkowych (30 pg) zebranych z komoérek 3T3-L1 w czasie
réznicowania. Oznaczono poziom Mcpipl, C/ebpf, Ppary oraz B-aktyny jako kontroli
zatadowania studzienek. Pokazano wynik reprezentatywny dla trzech niezaleznych
powtorzen eksperymentu. B. Analiza densytometryczna obrazu po western blot. Wykres
przedstawia srednig = SD dla trzech niezaleznych powtorzen eksperymentu. *p < 0,05 ;
*#%p < 0,001 (wzgledem komorek nier6znicujacych).

3. Aktywno$¢ NF-kB zmniejsza si¢ w poZnych etapach adipogenezy.

Wiadomo, ze ekspresja genu MCPIP1 w komorkach HepG2 regulowana jest przez czynnik
NF-kB (135). W celu sprawdzenia czy aktywacja ekspresji Mcpipl w czasie adipogenezy
wynika z aktywacji Nf-kB, zbadano ekspresj¢ oraz aktywno§¢ Nf-kB w rdznicujacych
komorkach 3T3-L1. W tym celu komoérki 3T3-L1 hodowano na ptytkach hodowlanych 1
dwa dni po uzyskaniu pelnej gestosci, stymulowano do réznicowania.

W okreslonych punktach czasowych adipogenezy (-2, 0, 1, 3, 6 i 8 dzien) komorki
réznicujace lizowano i izolowano z nich biatko. Metoda western blot sprawdzono poziom
fosforylacji 1 poziom ekspresji podjednostki p65 Nf-kB. Wykazano, ze poziom fosforylacji
p65 w preadipocytach i w komorkach roznicujacych w poczatkowej fazie, tj. do dnia
trzeciego jest podobny. Natomiast poczawszy od trzeciego dnia rdéznicowania poziom
fosforylacji p65 ulega obnizeniu o potowe. Poziom ekspresji p65 nie zmienia si¢ w czasie

adipogenezy [Ryc.4].
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Ryc.4. Analiza aktywnoS$ci Nf-kB w czasie adipogenezy.

Dwa dni po osiagnieciu pelnej gestosci (dzien 0) komoérki 3T3-L1 stymulowano do
réznicowania. A. Analiza western blot ekstraktow biatkowych (30 pg) z komoérek 3T3-L1
zebranych w zaznaczonych punktach czasowych w czasie roznicowania. Oznaczono
poziom fosforylowanej formy p65 (p-p65), catkowitego p65 oraz B-aktyny jako kontroli
zatadowania studzienek. Pokazano obraz reprezentatywny dla trzech niezaleznych
powtorzen eksperymentu. B. Analiza densytometryczna obrazu po western blot. Wykres
przedstawia $rednig = SD dla trzech niezaleznych powtorzen eksperymentu. ***p < 0,002
(wzgledem komoérek w dniu -2).

4. Wyciszeniu Mcpipl w preadipocytach towarzyszy podniesiony poziom
czynnikow transkrypcyjnych C/ebpf i Ppary.

Jak pokazano, indukcji adipogenezy w preadipocytach 3T3-L1 towarzyszy wzrost poziomu
Mcpipl [Ryc.3]. Sprawdzono, czy wyciszenie ekspresji Mcpipl wplynie na przebieg
réznicowania. W eksperymencie postuzono si¢ pulg preadipocytéw ze stabilng ekspresja
plazmidu kodujacego sekwencje sh RNA skierowanego przeciw Mcpipl (sh2-Mcpipl).
Komorki kontrolne byly stabilnie transfekowane plazmidem kodujacym sekwencje sh
niespecyficzng dla mysich transkryptow (sh-scrambled).

Uzyskano pul¢ komorek, w ktéorych poziom mRNA kodujagcego Mcpipl byl prawie
czterokrotnie nizszy w pordéwnaniu do komorek kontrolnych [Ryc.5A]. Wyciszenie
ekspresji Mcpipl potwierdzono réwniez metoda western blot. Poziom ekspresji Mcpipl na
poziomie biatka byl $rednio dwukrotnie nizszy w poréwnaniu do komoérek kontrolnych
[Ryc.5B,C]. Aby oceni¢ czy wyciszenie ekspresji Mcpipl jest funkcjonalne, sprawdzono
poziom jednego z substratéw Mcpipl - mRNA kodujacgo I1-6. Analiza PCR w czasie
rzeczywistym wykazata, ze preadipocyty z wyciszong ekpresja Mcpipl cechuje prawie
czterokrotnie wyzszy poziom transkryptu I1-6 w poréwnaniu do komoérek kontrolnych
[Ryc.5D].

Do réznicowania wysiano w identycznej liczbie komorki z wyciszong ekspresja Mcpipl i
komorki kontrolne. Dwa dni po osiagnigciu pelnej konfluencji, komoérki stymulowano do
réznicowania pozywka roznicujaca zawierajaca INS, DEX, IBMX. Roéznicowanie
prowadzono przez 8 dni. W ostatnim dniu ré6znicowania komoérki poddano barwieniu oil-

red O. Analiza mikroskopowa wykazata, ze odsetek dojrzatych adipocytow jest
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poréwnywalny migdzy komoérkami z wyciszong ekspresja Mcpipl a kontrolnymi. Ilos§¢
barwnika akumulowanego przez komorki z wyciszeniem Mcpipl byta §rednio wyzsza niz

w komorkach kontrolnych, ale réznica ta byta nieistotna statystycznie [Ryc.5E].
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Ryc.5. Réznicowanie preadipocytow 3T3-L1 z obnizona ekspresja Mcpipl.

Dwa dni po osiagnieciu petnej gestosci (Oh) komorki z wyciszong ekspresja Mcpipl (sh2-
Mcpipl) oraz komorki kontrolne (sh-scrambled) stymulowano do réznicowania. A.
Analiza PCR w czasie rzeczywistym poziomu transkryptow Mcpipl, C/ebpp i Ppary w
komorkach przed indukcja réznicowania (Oh). B. Analiza western blot ekstraktow
biatkowych (30 pg) zebranych przed indukcjg réznicowania z komorek kontrolnych (sh-sc)
1 z komorek z wyciszong ekspresja Mcpipl (sh-2). Oznaczono poziom Mcpipl, C/ebpp,
Ppary oraz B-aktyny jako kontroli zaladowania studzienek. C. Analiza densytometryczna
obrazu po western blot. Obliczono $rednig £ SD dla trzech niezaleznych powtorzen
eksperymentu. D. Analiza PCR w czasie rzeczywistym poziomu transkryptu Il-6 w
komorkach przed indukcjg roznicowania. E. Fotografie mikroskopowe komorek w 6smym
dniu réznicowania wybarwionych czerwienig oil-red O oraz wykres przedstawiajacy
absorbancj¢ wyekstrahowanego barwnika. Linia na mikrofotografiach odpowiada 10 um. F.
Analiza PCR w czasie rzeczywistym poziomu transkryptow C/ebpP 1 Ppary w czasie
réznicowania. A, D i1 F przedstawiaja $rednig =+ SEM dla trzech niezaleznych powtorzen
eksperymentu. *p < 0,05 ; ***p < 0,002 (wzgledem komorek kontrolnych sh-scrambled).

W okreslonych punktach czasowych (0, 6, 12 godzin, 1, 3, 6 dni po indukcji ré6znicowania),
z roznicujacych komorek izolowano catkowite RNA, poddane nastepnie odwrotnej
transkrypcji. Analiza PCR w czasie rzeczywistym wykazata, ze w preadipocytach z
wyciszeniem Mcpipl poziom transkryptu C/ebpp byl srednio 7-krotnie wyzszy, a poziom
transkryptu Ppary byt $rednio 5-krotnie wyzszy w porownaniu do komoérek kontrolnych
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[Ryc.5A]. Roznica w poziomie mRNA obu czynnikdéw utrzymywata si¢ przez caty okres

réznicowania [Ryc.5F].

5. Wplyw ekspresji MCPIP1 w preadipocytach na poziom czynnik6w
transkrypcyjnych C/ebpf i Ppary.

5.1. Stabilna ekspresja w preadipocytach.

Wyciszeniu ekspresji Mcpipl w komorkach 3T3-L1 towarzyszyt wzrost iloSci mRNA
kodujacych C/ebpp i1 Ppary. Sprawdzono, czy ekspresja egzogennego MCPIP1 powoduje
efekt odwrotny. W tym celu preadipocyty transdukowano retrowirusem niosagcym
sekwencje kodujaca ludzkie biatko MCPIP1 (pMX-MCPIP1) lub pustym retrowirusem
(pMX-puro). Komorki pozytywnie transdukowane wyselekcjonowano antybiotykiem 1
namnozono uzyskujac pule komorek stabilnie ekspresjonujacych transgen i pule komorek
kontrolnych. Ekspresje egzogennego MCPIP1 potwierdzono metoda western blot
[Ryc.6C,D].

Komérki z ekspresja MCPIP1 1 komorki kontrolne wysiano w identycznej liczbie na
naczynie hodowlane i1 2 dni po osiggnigciu pelnej konfluencji, stymulowano do
réznicowania pozywka rdéznicujaca, zawierajagcg INS, DEX, IBMX. Roéznicowanie
prowadzono przez 10 dni. W ostatnim dniu ré6znicowania komorki poddano barwieniu oil-
red O. Analiza mikroskopowa wykazata, ze odsetek powstatych adipocytéw byl nizszy w
przypadku preadipocytdw ze stabilng ekspresja MCPIP1. Obserwacj¢ te potwierdzit
pomiar absorbancji wyekstrahowanego barwnika - komodrki z ekspresja MCPIP1
cechowata o 1/3 nizsza warto§¢ absorbancji w porownaniu do komorek kontrolnych
[Ryc.6A].

W czasie rd6znicowania, w okreslonych punktach czasowych (0, 1, 2, 4, 8, 16 godzin i 1, 2,
4, 6, 8, 10 dni po indukcji r6znicowania), komorki lizowano i izolowano z nich catkowite
RNA. Analiza PCR w czasie rzeczywistym wykazala obnizony poziom transkryptow
gtéwnych bialek adipogennych - C/ebpp i Ppary - w komoérkach z ekspresja MCPIP1.
Poziom mRNA dla C/ebpf byt $rednio dwukrotnie nizszy niz w komoérkach kontrolnych,
natomiast poziom mRNA dla Ppary byt obnizony $rednio trzykrotnie. R6znica w poziomie
mRNA obu czynnikéw utrzymywata si¢ przez caly okres réznicowania [Ryc.6.B].

Zmiany ekspresji widoczne byly roéwniez na poziomie biatka. Catkowite biatko izolowano
z komoérek tuz przed indukcja réznicowania (dzien 0) oraz 2, 4 i 8 dni pdzniej. Analiza
western blot wykazata zmniejszenie ilosci C/ebpp jak i Ppary w komodrkach z ekspresja

MCPIP1 w kazdym z badanych punktéw czasowych [Ryc.6C,D].
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Ponadto, komorki z ekspresja MCPIP1 wykazywaly nizszg ekspresje genow

regulowanych przez C/ebpp (c-fos, 1I-6) i Ppary (Fabp4, adiponektyna) [Ryc.6E].
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Ryc.6. Réznicowanie preadipocytow 3T3-L1 ze stabilna ekspresja MCPIP1.
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Dwa dni po osiaggnieciu petnej gestosci (Oh) komorki 3T3-L1 z ekspresja MCPIP1 (pMX-
MCPIP1) oraz komorki kontrolne (pMX-puro) stymulowano do réznicowania. A.
Fotografie mikroskopowe komoérek w d6smym dniu réznicowania wybarwionych
czerwienig oil-red O oraz wykres przedstawiajacy absorbancje wyekstrahowanego
barwnika. Linia na mikrofotografiach odpowiada 100 um. B. Analiza PCR w czasie
rzeczywistym poziomu transkryptow C/ebpp i Ppary w komodrkach w czasie rdznicowania.
C. Analiza western blot ekstraktéw biatkowych (30 ng) izolowanych z komorek w czasie
réznicowania. Oznaczono poziom MCPIP1, C/ebpB, Ppary i B-aktyny, jako kontroli
zatadowania studzienek. Pokazano wynik reprezentatywny dla trzech niezaleznych
powtorzen. D. Analiza densytometryczna obrazu po western blot. Obliczono $rednig + SD
dla trzech niezaleznych powtdrzen eksperymentu. E. Analiza PCR w czasie rzeczywistym
poziomu transkryptéw wybranych gendéw regulowanych przez C/ebpB 1 Ppary w
komoérkach w czasie réznicowania. Wykresy przedstawiaja $redniag £ SEM dla trzech
niezaleznych powtorzen eksperymentu. *p < 0,05 ; **p < 0,02, ***p < 0,002 (wzgledem
komorek kontrolnych pMX-puro).

5.2. Ekspresja egzogennego MCPIP1 wywolana po indukcji roznicowania.

Poniewaz retrowirusy infekuja tylko komodrki dzielace sige, uzycie systemu
retrowirusowego do ekspresji MCPIP1 w potaczeniu ze specyfika procesu réznicowania
komorek 3T3-L1 pozwolito na wywotanie ekspresji MCPIP1 juz po indukcji réZznicowania.
Preadipocyty transdukowano retrowirusem niosagcym sekwencj¢ kodujaca ludzkie biatko
MCPIP1 (pMX-MCPIP1). Komorki kontrolne stanowily preadipocyty transdukowane
pustym wektorem (pMX-puro). Poniewaz transdukcj¢ prowadzono réwnoczesnie z
indukcja adipogenezy, wprowadzenie transgenu MCPIP1 do komorek nastgpito w fazie
ekspansji klonalnej, ktorej komorki 3T3-L1 podlegaja po podaniu pozywki rdéznicujace;.
Analiza western blot wykazata, ze synteza biatka MCPIP1 nastgpita w pierwszym dniu
rozpocz¢cia réznicowania, a najwyzszy poziom osiggneta w dniu drugim i czwartym
réznicowania. W koncowej fazie roznicowania ekspresja obnizyla sig.

W przeciwienstwie do roznicowania preadipocytow 3T3-L1 ze stabilng ekspresja MCPIP1,
réznicowanie komorek z ,,op6zniong” ekspresja MCPIP1 przebiegalo porownywalnie do
komorek kontrolnych. Barwienie czerwienig oil-red O nie wykazato réznic w iloSci
wytworzonych adipocytow [Ryc.7A]. Réwniez analiza western blot lizatow biatkowych
zebranych w momencie indukcji réznicowania oraz po 1, 2, 4 i 8 dniach nie wykazala
r6znic w ekspresji biatek adipogennych C/ebpp i Ppary [Ryc.7B,C]. Ponadto, analiza PCR
w czasie rzeczywistym nie wykazala w dojrzatych adipocytach réznic w ekspresji mRNA
kodujacego C/ebpp ani Ppary i regulowanych przez niego gendéw - adiponektyny i leptyny
[Ryc.7D].
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Ryc.7. Roznicowanie preadipocytow 3T3-L1 z ekspresja MCPIP1 wywolana po
indukeji réznicowania. Dwa dni po osiaggnigciu peinej gestosci (Oh) komoérki 3T3-L1
transdukowano retrowirusami niosgcymi gen kodujacy MCPIP1 (pMX-MCPIP1) lub
wektorami kontrolnymi (pMX-puro) i stymulowano do réznicowania. A. Fotografie
mikroskopowe komodrek w 6smym dniu réznicowania wybarwionych czerwienig oil-red O
oraz wykres przedstawiajacy absorbancje wyekstrahowanego barwnika. Linia na
mikrofotografiach odpowiada 100 um. B. Analiza western blot ekstraktow biatkowych (30
ng) izolowanych z komorek w czasie r6znicowania. Oznaczono poziom MCPIP1, C/ebpf,
Ppary i B-aktyny, jako kontroli zaladowania studzienek. Pokazano wynik reprezentatywny
dla trzech niezaleznych powtorzen eksperymentu. C. Analiza densytometryczna obrazu po
western blot. Obliczono $rednig + SD dla trzech niezaleznych powtorzen eksperymentu.
nd-brak sygnalu. D. Analiza PCR w czasie rzeczywistym poziomu transkryptow C/ebpp,
Ppary, adiponektyny i leptyny w komoérkach zrdéznicowanych. Wykresy przedstawiaja
$rednig = SEM dla trzech niezaleznych powtdrzen eksperymentu.
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6. Modulacja poziomu C/ebpf} zalezy od RNazowej aktywnosci MCPIP1.

6.1. Ekspresja mutanta MCPIP1APIN nie zmniejsza poziomu transkryptu C/ebpp.
Uzywajac systemu retrowirusowego wywolano w preadipocytach 3T3-L1 ekspresje
ludzkiego biatka MCPIP1 (pMX-MCPIP1) lub ludzkiego biatka MCPIP1 pozbawionego
odcinka 137-296 tworzacego domen¢ PIN odpowiedzialng za degradacj¢ RNA (pMX-
MCPIP1APIN). Komorki kontrolne transdukowane byly pustym wektorem (pMX-puro).
W  eksperymencie postuzono si¢ pulami komorek pozytywnie transdukowanych,
wyselekcjonowanych antybiotykiem i namnozonych.

Komorki z ekspresja natywnej i zmutowanej formy MCPIP1 oraz komorki kontrolne
wysiano w roéwnej liczbie na naczynie hodowlane i dwa dni po osiggnigciu peinej
konfluencji, stymulowano do réznicowania pozywka réznicujaca zawierajacg INS, DEX,
IBMX. Roéznicowanie prowadzono przez 8 dni. W ostatnim dniu réznicowania komorki
poddano barwieniu oil-red O. Wykazano, ze stopien zrdznicowania preadipocytow z
ekspresja MCPIP1 i MCPIP1APIN byt poréwnywalny, ale obnizony wzglgdem komorek
kontrolnych $rednio o 40-50 % [Ryc.8A].
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Ryec. 8. Roznicowanie preadipocytow 3T3-L1 z ekspresja MCPIP1APIN.

Dwa dni po osiggnigciu petnej gestosci (Oh) komorki z ekspresja MCPIP1 (pMX-MCPIP1),
mutanta MCPIP1APIN (pMX-MCPIPIAPIN) oraz komorki kontrolne (pMX-puro)
stymulowano do r6znicowania. A. Fotografie mikroskopowe komoérek w 6smym dniu
roznicowania wybarwionych czerwienig oil-red O oraz wykres przedstawiajacy
absorbancj¢ wyekstrahowanego barwnika. Linia na mikrofotografiach odpowiada 100 pm.
B. Analiza PCR w czasie rzeczywistym poziomu transkryptow gendéw C/ebpf i Ppary w
komoérkach w czasie réznicowania. Wykresy przedstawiaja $redniag £ SEM dla trzech
niezaleznych powtorzen eksperymentu. *p < 0,05 ; **p < 0,02, ***p < 0,002 (wzgledem
komorek kontrolnych pMX-puro).
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W czasie rdéznicowania, w okre$lonych punktach czasowych (2 godziny i 4, 8 dni po
indukcji roéznicowania), komorki lizowano i1 izolowano z nich catkowite RNA, ktore
poddano nastepnie odwrotnej transkrypcji. Analiza PCR w czasie rzeczywistym wykazata,
ze ekspresji zarowno dzikiej jak i zmutowanej formy MCPIP1 towarzyszyt obnizony
poziom mRNA Ppary w czasie réznicowania. W przeciwienstwie jednak do ekspresji
petnej formy MCPIP1, ekspresji MCPIP1APIN nie towarzyszyto obnizenie iloSci mRNA
C/ebpp [Ryc.8B].
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Ryc.9. Aktywacja kinazy Erk1/2 po indukcji roznicowania w komorkach z ekspresja
MCPIP1. Dwa dni po osiggnigciu petnej gestosci (0 minut) komoérki 3T3-L1 ze stabilng
ekspresja MCPIP1 (pMX-MCPIP1) 1 komérki kontrolne (pMX-puro) stymulowano do
réznicowania. A. Analiza western blot ekstraktow biatkowych (30 pg) izolowanych z
komorek w wybranych punktach czasowych po indukcji roznicowania. Oznaczono poziom
MCPIP1, fosforylowanej formy Erkl/2 (p-ERK1/2) oraz tubuliny, jako kontroli
zatadowania studzienek. Pokazano wynik reprezentatywny dla trzech niezaleznych
powtdrzen eksperymentu. B. Analiza densytometryczna obrazu po western blot. Obliczono
$rednig = SD dla trzech niezaleznych powtorzen eksperymentu. nd- brak sygnatu.

6.2. MCPIP1 nie wplywa na aktywacje¢ czynnika transkrypcyjnego Creb.

Biatko Creb jest czynnikiem transkrypcyjnym wiazacym si¢ do odcinkéw promotorowych
w genach biatek C/ebp, w tym C/ebpf. Kinaza Erk1/2 w poczatkowej fazie adipogenezy
(1-2 godziny od indukcji) aktywuje biatko Creb, przyczyniajac si¢ do aktywacji
transkrypcji genu C/ebpf (4). Aby zbada¢ ewentualny wptyw MCPIP1 na aktywacje
promotora C/ebpf sprawdzono czy MCPIP1 zaburza aktywacje (fosforylacje) kinazy
Erk1/2. Analiz¢ fosforylacji Erk1/2 przeprowadzono metoda western blot w oparciu o 6
punktéw czasowych (0-2 godziny od indukcji réznicowania) w trakcie rdéznicowania
preadipocytéw 3T3-L1 ze stabilng ekspresja MCPIP1 (pMX-MCPIP1) oraz komorek
kontrolnych, transdukowanych pustym wektorem (pMX-puro). Potwierdzono literaturowe

61



doniesienia o szybkiej aktywacji kinazy Erk1/2 po indukcji roéznicowania (4).
Obserwowane maksimum fosforylacji przypadlo pig¢ minut po podaniu pozywki
réznicujacej, a podwyzszony status fosforylacji utrzymywat si¢ przez kolejne dwie
godziny. Nie wykazano natomiast by ekspresja MCPIP1 zaburzata status lub kinetyke
fosforylacji kinazy Erk1/2 w badanym przedziale czasu [Ryc.9].

6.3. MCPIP1 nie wplywa na wiazanie Creb do promotora C/EBPS.

Aby sprawdzi¢ czy obnizony poziom mRNA dla C/ebpp wynika z zahamowania inicjacji
transkrypcji przez MCPIP1, przeprowadzono eksperyment, w ktérym preadipocyty 3T3-L1
ze stabilng ekspresja MCPIP1 (pMX-MCPIP1) i komoérki kontrolne (pMX-puro)
transfekowano przejSciowo plazmidem reporterowym kodujacym lucyferaze pod
promotorem zawierajagcym 4 miejsca wigzania dla czynnika transkrypcyjnego Creb. Aby
zniwelowa¢ wariancj¢ wynikajaca z nieidentycznej wydajnosci transfekcji, komorki
kotransfekowano plazmidem reporterowym pEF1/Myc-His/Gal kodujacym  f-
galaktozydaze. W celu wywotania aktywacji Creb w preadipocytach, po 24 godzinach od
transfekcji komorki stymulowano pozywka réznicujaca, zawierajaca INS, DEX, IBMX. Po
uptywie dwunastu godzin od stymulacji, tj. w chwili maksymalnej ekspresji C/ebpp,
komorki lizowano i mierzono aktywnos$¢ lucyferazy i P-galaktozydazy. Aktywnos¢
lucyferazy firefly znormalizowana wzgledem aktywnosci -galaktozydazy w komorkach z
ekspresja MCPIP1 i w komorkach kontrolnych okazata si¢ poréwnywalna, co wskazuje na
brak wptywu MCPIP1 na aktywacj¢ transkrypcji C/ebpP przez czynnik transkrypcyjny
Creb [Ryc.10].

[ pMX-puro | pMX-MCPIP1
3

N

Ryc.10. Ekspresja konstruktow 4XCRE-lucyferaza w
preadipocytach z ekspresja MCPIP1 w czasie
nis DMl nis DMI réznicowania. Jeden dzien po uzyskaniu petnej gestosci
preadipocyty 3T3-L1 ze stabilng ekspresja MCPIP1 (pMX-
MCPIP1) i komorki kontrolne (pMX-puro) transfekowano przejsciowo plazmidem
reporterowym kodujacym lucyferaz¢ pod promotorem zawierajagcym 4 miejsca wigzania
dla czynnika transkrypcyjnego Creb. 24 godziny po transfekcji komorki stymulowano do
réznicowania (DMI) lub pozostawiono bez stymulacji (n/s). Wykres przedstawia
aktywno$¢ lucyferazy firefly znormalizowana wzgledem aktywnos$ci B-galaktozydazy.
Obliczono $rednig = SEM dla trzech niezaleznych powtorzen eksperymentu wykonanego
w duplikacie.

wzgledna aktywnos¢é
lucyferazy
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6.4. MCPIP1 skraca czas poltrwania transkryptu C/EBPf.

Bazalna ekspresja C/ebpp w preadipocytach jest niska. Aby zmierzy¢ czas pottrwania
transkryptu C/ebpp w komoérkach 3T3-L1 nalezalo najpierw wyidukowac jego ekspresje.
W tym celu konfluentne komorki 3T3-L1 stymulowano do réznicowania pozywka
roéznicujacy, zawierajacg INS, DEX, IBMX. Dwanascie godzin po indukcji réznicowania
do komorek dodano aktynomycyng¢ D i w okre§lonych punktach czasowych lizowano
komorki. Z lizatéw wyizolowano RNA, ktére poddano nastgpnie odwrotnej transkrypcji.

Krzywa zaniku transkryptu C/ebpf dla r6znicujacych komorek 3T3-L1 przedstawia Ryc.11.
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Ryc.11. Czas poltrwania transkryptu C/ebpp w komorkach 3T3-L1 po indukcji
réznicowania. Dwa dni po osiagni¢ciu petnej gestosci komodrki 3T3-L1 stymulowano do
réznicowania. Jednocze$nie podano komorkom aktynomycyne D. W okreslonych punktach
czasowych oznaczono poziom mRNA C/ebpp w komoérkach metoda PCR w czasie
rzeczywistym. Wykres przedstawia $rednig + SEM dla dwdch powtorzen eksperymentu w
duplikacie.

W nastgpnym etapie postanowiono sprawdzi¢ czy poziom transkryptu C/ebpf zalezy od
degradacji mRNA prowadzonej przez MCPIP1. Poniewaz ekspresja C/ebpp w komodrkach
linii 3T3-L1 jest ograniczona do kilku godzin po stymulacji, do eksperymentu wybrano
komorki linii HepG2, cechujace si¢ stata i wysoka endogenng ekspresja C/EBPP. Komorki
transfekowano przejSciowo plazmidami kodujacymi MCPIP1 (pc-MCPIP1) lub
zmutowang form¢ MCPIP1, pozbawiong odcinka 137-296 tworzacego domeng PIN,
odpowiedzialng za degradacje¢ RNA (pc-MCPIP1APIN). Komorki kontrolne
transfekowane byty pustym plazmidem (pc-DNA3). 24 godziny po transfekcji w
komorkach zablokowano transkrypcje przez dodanie do pozywki aktynomycyny D.
Komérki w wybranych punktach czasowych (1, 2, 3 godziny od dodania aktynomycyny D)
byty lizowane, a wyizolowane z nich RNA poddano odwrotnej transkrypcji. Analiza PCR
w czasie rzeczywistym wykazala, ze transkrypt genu C/EBPf ma krotki czas pottrwania (2

godziny). Ulegat on skroceniu w obecnos$ci dzikiej formy MCPIP1 (1,2 godziny) oraz —
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cho¢ w mniejszym stopniu — w obecnosci zmutowanej formy MCPIP1APIN (1,5 godziny)
[Ryc.12]. Aby wykluczy¢ niespecyficzny efekt ekspresji egzogennych biatek na poziom
mRNA, w tym samym przedziale czasu zmierzono czas pottrwania transkryptu B-aktyny,
nie bg¢dacego substratem MCPIP1. Czas poOltrwania B-aktyny nie zmniejszyl si¢ w
obecno$ci MCPIP1 ani MCPIPAPIN. PowyzZsze dane wykazuja zaangazowanie MCPIP1 w
negatywna regulacje transkryptu C/EBP.
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Ryc.12. Czas poltrwania transkryptu C/EBPf w komorkach HepG2 z ekspresja
MCPIP1. Komorki HepG2 transfekowano plazmidami kodujagcymi MCPIP1 (pc-MCPIP1),
MCPIP1APIN (pc-MCPIP1APIN) lub plazmidem kontrolnym (pc-DNA3). 24 godziny po
transfekcji do komodrek dodano aktynomycyne D i w zaznaczonych punktach czasowych
oznaczono poziom mRNA C/EBP i B-aktyny metoda PCR w czasie rzeczywistym.
Wykresy przedstawiaja $rednig + SEM dla trzech powtorzen eksperymentu wykonanego w
duplikacie.

6.5. MCPIP1 degraduje 3°’°UTR transkryptu C/EBPp.

Aby sprawdzi¢ czy MCPIP1 rozpoznaje sekwencje¢ 3’UTR transkryptu ludzkiego C/EBP,
wykorzystano system reporterowy lucyferazy pmir-GLO. Do plazmidu, na koncu 3’
sekwencji kodujacej lucyferaze firefly wstawiono fragmentu sekwencji 3°’UTR transkryptu
C/EBPp. Podczas wyboru klonowanych fragmentow najpierw poréwnano 3’UTR mysiego
i ludzkiego transkryptu C/EBPp. Nastepnie, w rejonach konserwacyjnych ewolucyjnie
wyszukano z uzyciem serwera mFOLD miejsca tworzace struktury drugorzedowe (spinki).
Konstrukty genetyczne przygotowano tak, aby zawieraly 2-3 potencjalne ,,spinki”
[Ryc.13A,B). Komoérki HepG2 kotransfekowano odpowiednim plazmidem reporterowym
pmir-GLO i plazmidem pcDNA3.1-MCPIP1 lub plazmidem pcDNA3.1-MCPIP1/D141A,
kodujacym MCPIP1 z mutacja pojedynczego aminokwasu uszkadzajaca aktywno$¢
RNazowa biatka. Komodrki kontrolne kotransfekowane byly odpowiednim plazmidem

pmir-GLO 1 pustym wektorem pcDNA3.1. Jako pozytywnej kontroli w badaniu
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aktywnosci MCPIP1 uzyto plazmidu pmir-GLO z wklonowang sekwencja 3’UTR
transkryptu //-6, bedacego substratem MCPIP1.
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Ryc.13. A. Schematyczne przedstawienie rejonéw 3’UTR C/EBPP klonowanych do
wektorow reporterowych pmir-GLO wykorzystanych w eksperymencie. W ramkach
zaznaczono rejony 3’UTR potencjalnie formujace struktury typu ,,spinka”. B. Struktury
drugorzedowe mRNA C/EBPp powstajace w obrebie klonowanych rejonéw. C. Struktura
,»spinki” w 3’UTR /-6, ktéra jest rozpoznawana i trawiona przez MCPIP1.

Wyniki pomiaru aktywnos$ci lucyferazy [Ryc.14] wykazaty, ze UTR transkryptu C/EBPJ
zawiera rozproszone sekwencje obnizajace jego stabilno$¢ i/lub translacje. Sposréd
badanych fragmentow tylko rejon zawarty w konstrukcie pmir-C/EBPP ¢ byt odporny na

komoérkowe (endogenne) mechanizmy regulacji. W przypadku pozostatych konstruktéw,
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sama obecno$¢ fragmentow 3’UTR C/EBPfS powodowala spadek aktywnos$ci lucyferazy.
Najbardziej widoczny byt on w przypadku najdluzszego fragmentu (pmir-C/EBPf a).
Lucyferaza kodowana przez ten plazmid miala niemal czterokrotnie nizsza aktywno$¢ w
poréwnaniu do biatka kodowanego przez pusty plazmid pmir-GLO. Obnizenie aktywno$ci
lucyferazy kodowanej przez plazmidy pmir-C/EBPB b, pmir-C/EBPB_d i pmir C/EBPJ e
zawierato si¢ w przedziale 25-50 %.

Obecnos¢ MCPIP1 dodatkowo obnizala aktywno$¢ lucyferazy w przypadku konstruktow
pmir-C/EBPB_a i pmir-C/EBPP_d . Oznacza to, ze w 3’UTR C/EBPp rejonem podatnym
na regulacj¢ prowadzong przez MCPIP1 jest rejon 432-624. Dla obu konstruktow
obnizenie aktywnosci lucyferazy widoczne bylto tylko w przypadku ekspresji aktywnego
MCPIP1, natomiast ekspresja MCPIP1 pozbawionego aktywnosci nukleolitycznej
(MCPIP1/D141A) nie zaburzala aktywnosci lucyferazy.

Sama obecno$¢ 3’UTR transkryptu //-6 réwniez dziatata destabilizujaco na transkrypt
lucyferazy. Dodatkowa destabilizacje powodowata ekspresja MCPIP1. Potwierdza to
dotychczasowe doniesienia literaturowe o bezposredniej degradacji RNA 11-6 przez

MCPIP1.
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e
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= >
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g odl Ryc.14. Ekspresja konstruktow
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CEELLLL S ieszani
& oV o Y ¥ N HepG2 transfekowano mieszaning
Q ({\\" é\" 6'\\" ((\\*' 6’\\" odpowiedniego wektora pmir-GLO
¢ Q¢ T < R i wektora pcDNA kodujacego

MCPIP1 (pcDNA3.1-MCPIP1),
mutanta MCPIP1/D141A (pcDNA3.1-MCPIP1/D141A) lub plazmidem kontrolnym
(pcDNA3.1). 24 godziny po transfekcji komorki lizowano i oznaczono aktywno$¢
lucyferazy reporterowej firefly i lucyferazy Renilla jako kontroli transfekcji. Wykres
przedstawia aktywnos$¢ lucyferazy firefly wzgledem aktywnosci lucyferazy Renilla. Dla
kazdego z testowanych wektorow wzgledna aktywno$¢ lucyferazy kodowanej przez
wektor pmir-GLO-empty ustalono jako 100 %. Wykres przedstawia $rednig + SEM dla
trzech niezaleznych powtérzen eksperymentu wykonanego w duplikacie. *p < 0,05, ***p
< 0,002 obliczone wzgledem komorek transfekowanych pustym pcDNA3.1.
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7. IL-1p indukuje ekspresje Mcpipl w preadipocytach, ale nie w
adipocytach.

Z wczesniejszych badan wynikato, ze prozapalna cytokina IL-1p jest silnym induktorem
ekspresji MCPIP1 (100). Ponadto pokazano, ze IL-1 moduluje metabolizm tkanki
tluszczowej, a produkowana moze by¢ zaréwno przez preadipocyty, adipocyty jak i
makrofagi (76). W celu sprawdzenia czy IL-1p indukuje ekspresj¢ Mcpipl w komodrkach
3T3-L1, niezréznicowane preadipocyty oraz komorki w o6smym dniu roéznicowania
(adipocyty) stymulowano IL-1B. Po 4, 12 i 24 godzinach od podania cytokiny, komorki
lizowano 1 wyizolowano z nich RNA. Bialko izolowano z komorek stymulowanych

cytoking przez 24 i 48 godzin. Kontrol¢ stanowity komorki niestymulowane.
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Ryc.15. Ekspresja Mcpipl po stymulacji IL-1p w adipocytach i w preadipocytach.

A. Komoérki 3T3-L1 w oOsmym dniu réznicowania (adipocyty) oraz komorki
niezréznicowane (preadipocyty) stymulowano IL-1f. W wybranych punktach czasowych
oznaczono poziom transkryptu Mcpipl metoda PCR w czasie rzeczywistym. Wykresy
przedstawiaja poziom transkryptu Mcpipl po stymulacji wzglgdem poziomu przed
stymulacja ustalonego jako 1. Pokazano $rednig = SEM dla trzech niezaleznych powtorzen
eksperymentu. B. Analiza western blot ekstraktow biatkowych zebranych z adipocytow 1
preadipocytdéw w zaznaczonych punktach czasowych po stymulacji IL-1p. Pokazano
wynik reprezentatywny dla trzech niezaleznych eksperymentow. C. analiza
densytometryczna obrazu po western blot. Wykresy przedstawiaja srednig = SD dla trzech
niezaleznych powtdrzen eksperymentu. **p<0,05 liczone wzglgdem Oh.

Analiza ilo$ci transkryptu Mcpipl/ wykonana metoda PCR w czasie rzeczywistym
wykazala, ze preadipocyty i adipocyty r6znig si¢ wzorem odpowiedzi na IL-1P. Cho¢ dla
obu typow komorek indukcja ekspresji Mcpipl nastgpowata bardzo szybko po dodaniu
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cytokiny i1 osiggala maksymalny poziom juz w czwartej godzinie, to w przypadku
preadipocytéw poziom mRNA Mcpipl obnizat si¢ w kolejnych godzinach, a w przypadku
adipocytow pozostawal zwigkszony [Ryc.15A]. Trzeba zaznaczy¢, ze ekspresja Mcpipl
wzrastata w adipocytach $rednio siedemnastokrotnie, po czym w 12-tej i 24-tej godzinie po
stymulacji wzrost byt odpowiednio pigcio- 1 trzykrotny. Natomiast w adipocytach
ekspresja Mcpipl indukowana cytoking osiggata maksymalnie szeSciokrotny wzrost i w

badanym przedziale czasu tylko nieznacznie si¢ obnizyla.

Analiza poziomu biatka wykonana metodg western blot wykazata wzrost ilosci Mcpipl w
preadipocytach pod wptywem IL-1f3, widoczny zardwno w 24-tej, jak i w 48-ej godzinie
od podania cytokiny. Analiza nie wykazala natomiast wzrostu ilosci Mcpipl w

adipocytach pod wptywem stymulacji IL-1p [Ryc.15B,C].
8. Poziom transkryptu MCPIP1 jest podwyzszony w otyloSci.

Metoda PCR w czasie rzeczywistym okreslono poziom transkryptu MCPIPI w wycinkach
podskornej tkanki tluszczowej pochodzacej od czterech pacjentow o prawidtowej masie
ciala oraz od czterech pacjentow otytych. Wycinki z grupy kontrolnej pobrane byty w
czasie zabiegéw ginekologicznych (resekcja macicy) lub gastrologicznych (operacja na
jelicie cienkim) od pacjentéw o BMI w zakresie normy tj. 20-24 kg/m’>. Wycinki od
pacjentdw otylych pobrane zostaly w trakcie operacji zmniejszania zotadka. Wskaznik
BMI u tych pacjentow przekraczat 30 kg/m”.
Analiza wykazata, Ze u pacjentow o prawidlowej masie ciata poziom transkryptu Mcpipl
w tkance tluszczowej podskdrnej jest podobny. Natomiast trzech na czterech badanych
pacjentow otylych charakteryzowato si¢ wyzszym poziomem ekspresji MCPIPI, a
ekspresja MCPIPI byta tym wyzsza im wyzszy byt stopien otytosci [Ryc.16A].
Poziom transkryptu Mcpipl oraz wybranych gendéw zwigzanych ze stanem zapalnym
analizowano takze w podskérnej tkance ttuszczowej myszy o fenotypie cukrzycowym. W
eksperymencie wykorzystano 7 samcow szczepu C57BL/6 o genotypie db/db i 4 samcoOw
typu dzikiego. Wyniki reakcji PCR w czasie rzeczywistym pokazaty, ze poziom mRNA
Mcpipl w podskornej tkance thuszczowej jest wsrdd osobnikow db/db bardzo zmienny, ale
zawsze podwyzszony w poréwnaniu z myszami kontrolnymi. Duzg zmiennoscia
charakteryzowat si¢ takze poziom ekspresji innych gendw prozapalnych — Crp (C-reactive
protein), Mcp-1 1 Tnf-o. Zmierzono réwniez poziom ekspresji genu Cdl4, kodujacego
biatko powierzchniowe makrofagéw i monocytow. Jego ekspresja byta podwyzszona u
68



myszy db/db i skorelowana dodatnio (R*=0,7322) z ekspresja Mcpip! [Ryc.16B].
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Ryec.16. Poziom ekspresji Mcpipl w tkance thuszczowej w otylosci.

A. Analiza PCR w czasie rzeczywistym poziomu mRNA MCPIP1 w podskornej tkance
thuszczowej pobranej od 0sob szczuptych (n=4) i1 otytych (n=4), o r6znym indeksie BMI.
Sredni poziom mMRNA w tkankach 0séb szczuplych oznaczono na wykresie linig
przerywang. Pokazano $rednig + SD. B. Analiza PCR w czasie rzeczywistym poziomu
mRNA Mcpipl i wybranych gendéw zwigzanych ze stanem zapalnym w podskdrne;j tkance
thuszczowej pobranej od myszy szczepu C57BL/6 o genotypie dzikim (n=4) i genotypie
db/db (n=7). Sredni poziom kazdego z mRNA w tkance myszy typu dzikiego oznaczono
na wykresie linig przerywang. Pokazano $rednig = SD. Na wykresie oznaczono réwniez
warto$¢ wspotczynnika korelacji Pearsona R*. **p < 0.02, ***p < 0.002 (wzgledem

$redniej dla osob szczuptych).
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VI. Dyskusja.

1. Zastosowany model badawczy.

Adipogeneza to zlozony proces przeksztalcania si¢ komorki macierzystej] w adipocyt, to
jest komorke wyspecjalizowang w magazynowaniu trdjglicerydow. Adipogenez¢ mozna
badac in vitro stosujac modelowe linie komérkowe. Do badaf na poczet tej pracy wybrano
komorki linii 3T3-L1. Sg one najcze¢sciej uzywanym modelem badawczym adipogenezy,
przez co zakres doniesien literaturowych opisujacych molekularne mechanizmy ich
réznicowania jest duzo obrzerniejszy niz w przypadku innej linii preadipocytarnej - 3T3-
F442A. Morfologicznie 3T3-L1 s3 podtypem fibroblastow (adipoblasty). Wyizolowano je
z mysich embriondéw szczepu Swiss (37). Ich potencjat do réznicowania jest ograniczony
wylacznie w kierunku adipocytow. Roznicujg in vitro w ciggu 8-10 dni po zadziataniu
stymulantéw- insuliny, glukokortykosteroidu (deksametazonu) i inhibitora fosfodiesterazy
(IBMX, tj. 3-izobutylo-1-metyloksantyny). 3T3-L1, podobnie jak 3T3-F442A, rdéznicuja
takze in vivo po wszczepieniu myszom bezgrasiczym (92, 131).

Nalezy pamigta¢, ze postugiwanie si¢ linig klonalng w badaniu adipogenezy daje
przyblizony obraz procesow zachodzacych w organizmie. Pomija si¢ na przyklad
tkankowy kontekst procesu. Tymczasem w tkance tluszczowej adipocyty i1 komorki
prekursorowe adipocytdw pozostaja w kontakcie z innymi typami komorek - fibroblastami,
neuronami, komoérkami odporno$ciowymi - modyfikujacymi ich fenotyp i metabolizm.
Kolejnym ograniczeniem stosowania linii klonalnej jest aneuploidalno$¢ komorek, ktora
moze wptywaé na ich potencjat do réznicowania. Ponadto, z linii komérkowej powstaja
adipocyty biate o nieokreslonym typie. Tymczasem w organizmie istnieje kilka depozytow
biatej tkanki thuszczowej podskérnej i1 trzewnej, a ich komorki r6znig si¢ potencjalem do
adipogenezy 1 aktywnoscig metaboliczng (91, 127). Co wigcej, indukcja adipogenezy in
vivo jest wypadkowa sygnaldow pochodzacych od kilku organow — trzustki (poprzez
insuling), osi podwzgorze-przysadka-nadnercza (poprzez kortyzol), gonad (poprzez
hormony plciowe) i samej tkanki tluszczowej (poprzez czynniki auto- i parakrynne). W
opisanych tutaj badaniach adipogeneze¢ indukowano stosujac standardowa pozywke
roéznicujacy, ktora jednak w sposdb uproszczony symuluje systemowy sygnal do
réznicowania. Pozywka zawiera bowiem insuling, indukujaca transport glukozy do
komoérek oraz deksametazon i IBMX, indukujace synteze i gromadzenie lipidow.

Roéznicowaniu sprzyja tez stala nadpodaz glukozy, jako ze pozywka hodowlana zawiera
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podwyzszone stezenie tego cukru (4,5 g/l). Warto jednak pamigtaé, ze taka pozywka
tworzy niefizjologiczne, stale hiperglikemiczne srodowisko.

Pomimo wspomnianych ograniczen poznawczych, zardwno linia komorkowa 3T3-L1, jak i
3T3-F442A, jest szeroko stosowana w badaniach nad réznicowaniem preadipocytow i w
istotny sposob przyczynity si¢ do poznania molekularnych mechanizmoéw zawiadujacych

adipogeneza, w tym do rozpoznania biatek kluczowych dla tego procesu.
2. Ekspresja genu Mcpipl w czasie adipogenezy.

W eksperymentach in vitro wykazano, ze w wyniku ekspresji MCPIP1
neuroprogenitorowe komoérki NT2D1 réznicuja w komorki podobne do astrocytéw (153), a
komorki krwi obwodowej rdéznicujg do osteoklastow (154). Nadekspresja MCPIP1 w
komorkach macierzystych mezenchymalnych oraz HUVEC stymuluje angiogeneze¢ (73,
107, 125). Z kolei obnizenie ekspresji MCPIP1 jest konieczne w czasie réznicowania
komorek ukladu nerwowego (163, 164). Zwazywszy na zaangazowanie MCPIP1 w
procesy réznicowania wielu typow komorek, w niniejszej pracy podjeto si¢ zbadania roli
Mcpipl w réznicowaniu mysich preadipocytow.

Badajac adipogenez¢ komodrek 3T3-L1 wykazano, Ze ilo$¢ transkryptu Mcpipl ro$nie w
poczatkowej fazie roznicowania osiggajac maksymalny poziom w szdstej godzinie po
indukcji réznicowania, po czym powraca do poziomu podstawowego [Ryc.1B]. Podobny,
cho¢ nie identyczny wzor ekspresji Mcpipl w czasie adipogenezy przedstawiono w pracy
Younce i wsp. Autorzy pokazali, ze ekspresja Mcpipl jest podwyzszona w komorkach
réznicujacych wzgledem komorek kontrolnych w dniu pierwszym i drugim, a wraca do
poziomu poréwnywalnego z komodrkami nierdznicujagcymi w dniu trzecim i czwartym
(169).

Aby odpowiedzie¢ na pytanie o molekularny mechanizm aktywacji transkrypcji Mcpipl
wzigto pod uwage dwa czynniki transkrypcyjne - NF-xB i Elk-1/SRF. NF-xB aktywuje
promotor genu MCPIP] w komorkach linii HepG2 (135). Jednak uzyskane wyniki oraz
dane literaturowe wskazuja, ze aktywacja ekspresji Mcpipl w adipogenezie poprzez ten
czynnik transkrypcyjny jest mato prawdopodobna. Badajac fosforylacje podjednostki p65
w czasie roznicowania 3T3-L1 wykazano brak aktywacji NF-kB. Pokazano, Zze poziom
nieufosforylowanej jak 1 ufosforylowanej, aktywnej formy p65 nie zmienia si¢ w
poczatkowych (tj. do dnia trzeciego) etapach roznicowania [Ryc.4]. Roéwniez Yarmo i wsp.

wykazali, ze NF-kB nie bierze udzialu w adipogenezie. Co wigcej, aktywacja NF-xB
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hamuje réznicowanie ludzkich preadipocytéw (165). Natomiast wyciszenie szlaku NF-xB
(poprzez dodanie adiponektyny) promuje adipogenez¢ komorek 3T3-L1 (112).

Drugim czynnikiem transkrypcyjnym zdolnym do aktywacji ekspresji Mcpipl jest Elk-
1/SRF aktywowany kinazg ERK (63). Prusty i wsp. udowodnili, ze w proliferacyjnej fazie
réznicowania komoérek 3T3-L1 (faza ekspansji klonalnej) dochodzi do przejSciowej
aktywacji kinazy Erk1/2 (117). Potwierdzono aktywacje Erk1/2 w pierwszych godzinach
réznicowania [Ryc.9]. Co wiecej, wykazano, ze ekspresja Mcpipl indukowana jest tylko
przez pelna, tj. zawierajacag wszystkie trzy sktadniki (insulina, deksametazon, IBMX)
pozywke roznicujaca. Zaden z czynnikéw adipogennych podany samodzielnie nie
aktywowal transkrypcji genu Mcpipl [Ryc.2]. Prusty i wsp. we wspomnianej wyzej pracy
pokazali, ze zaden ze sktadnikow adipogennych podany pojedynczo nie aktywuje kinazy
Erkl. Tak wigc mozna przypuszczaé, ze obserwowany w szostej godzinie roznicowania
3T3-L1 wzrost ilosci mRNA kodujacego Mcpipl wynika z aktywacji transkrypcji genu
Mecpipl przez czynnik Elk-1. Aby potwierdzi¢ to przypuszczenie nalezaloby zastosowaé

inhibitory farmakologiczne kinazy Erk1/2 i wowczas zbada¢ poziom transkryptu Mcpipl.

Zwazywszy na przebieg krzywej wyznaczajacej poziom transkryptu Mcpipl w czasie
réznicowania komorek 3T3-L1, zaskakujaco przedstawia si¢ krzywa ekspresji samego
biatka. Przyrost ilosci Mcpipl widoczny jest bardzo wczesnie, bo juz w szostej godzinie od
indukcji adipogenezy, a ilo$¢ biatka zwigksza si¢ w dojrzewajacych komorkach.
Znamienne jest jednak, ze w pierwszej dobie od indukcji réznicowania ma miejsce
przejsciowy spadek ilosci Mcpipl, a wykryte bialko cechuje szybsze tempo migracji w
zelu poliakryloamidowym [Ryc.3]. Obserwowany spadek poziomu Mcpipl moze wynikac
ze zmniejszonej translacji np. wskutek degradacji przez Mcpipl wlasnego transkryptu.
Zdolnos$¢ degradacji wilasnego transkryptu przez MCPIP1 zostata udowodniona przez
Mizgalska 1 wsp. (100). Zmniejszenie ilosci Mcpipl w pierwszym dniu adipogenezy moze
ponadto wynika¢ z degradacji proteasomalnej. Iwasaki i wsp. pokazali, Zze po stymulacji
komorek linii HeLa przez IL-1p, lub po stymulacji embrionalnych fibroblastow przez LPS,
a takze po stymulacji makrofagéow przez wszystkie ligandy TLR z wyjatkiem poly (I:C),
dochodzi w ciaggu kilkudziesi¢gciu minut do proteasomalnej degradacji MCPIP1, po ktorej
nastepuje resynteza biatka (54). Rola proteasomu w degradacji MCPIP1 zostala
udowodniona rowniez w innych eksperymentach (133, 134). Praca Iwasaki i wsp. pokazuje,
ze proteasomalna degradacja MCPIP1 jest poprzedzona fosforylacja MCPIP1 przez kinazy
IKKa i IKKB (54). Modyfikacja w postaci fosforylacji mogtaby wyjasni¢ obserwowang
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réznice w tempie migracji biatka w zelu poliakryloamidowym. Poniewaz kinazy IKK s3
nieaktywne w czasie adipogenezg¢ (o czym $wiadczy brak aktywacji podjednoski p65),
fosforylacj¢ mogtaby prowadzi¢ inna kinaza, na przyktad kinaza szlaku MEK-Erk1/2,
aktywowana juz w pierwszych minutach procesu [Ryc.9].

Dynamiczna kontrola ilo§ci Mcpipl w pierwszym dniu adipogenezy sugeruje, ze biatko to
moze dziata¢ jako ,,wlacznik” roznicowania, ktérego przejsciowa indukcja uruchamia
proces. Powyzsza hipoteza poparta jest obserwacja dokonang przez Younce i wsp.
Pokazali oni, ze przebieg adipogenezy 3T3-L1 uzalezniony jest od nast¢pujacych po sobie
wydarzen - wystepujacego w ciggu pierwszych godzin adipogenezy stresu oksydacyjnego,
nastepujacego po nim stresu retikulum endoplazmatycznego i ostatecznie autofagii (168).
Co wazne, pokazali, ze pierwszy z nich - stres oksydacyjny - jest w komorkach 3T3-L1
indukowany przez Mcpipl. Wywolujac przejsciowa ekspresj¢ biatka MCPIP1-GFP w
konfluentnych preadipocytach 3T3-L1 mozna uruchomi¢ proces adipogenezy nawet przy

braku hormonalnych czynnikéw inicjujacych (169).

Rozpoczynajacy si¢ w szostej godzinie rdéznicowania przyrost ilosci Mcpipl wynika
najprawdopodobniej z aktywnej translacji nowo syntezowanego transkryptu. Zastanawia
jednakze przyrost ilosci Mcpipl w roznicujacych komorkach po dniu pierwszym.
Wystepuje on pomimo tego, ze ilo$¢ transkryptu Mcpipl w tych komdrkach
poréwnywalna jest z komodrkami nierdéznicujacymi, a przejawiajacymi niska ekspresje
biatka. Wyjasnieniem moze by¢ efekt stabilizacji biatka, dzigki ktéremu nawet bazalny
poziom transkryptu umozliwiatby gromadzenie si¢ Mcpipl. Do takiej stabilizacji Mcpipl
podczas adipogenezy komodrek 3T3-L1 mogloby dochodzi¢ wskutek inhibicji proteasomu.
Wiadomo, Zze w czasie adipogenezy $ciezka proteasomalnej degradacji biatek musi zostac
wylaczona aby mogto dojs¢ do kumulacji Ppary (68) i ze w roznicujacych komorkach linii
3T3-L1 inhibicja proteasomu nastgpuje wskutek aktywacji autofagii juz po 24 godzinach
od indukcji réznicowania (174). Przypuszczalnie, to wyhamowanie proteasomu w
pierwszym dniu adipogenezy umozliwia obserwowang od drugiego dnia akumulacje
Mcpipl. Wskutek tej akumulacji, poziom biatka Mcpipl rdzni si¢ migdzy preadipocytami,
a adipocytami okoto pigciokrotnie [Ryc.3, Ryc.15B].

Nasuwa si¢ pytanie o mozliwg rolg Mcpipl w adipocytach. W komorkach
odpornosciowych (monocytach, limfocytach) oraz w komorkach watrobiaka (HepG2)
Mcpipl funkcjonuje jako hamulec stanu zapalnego. Jednym z elementéw supresji jakie

Mcpipl wywiera na szlaki zapalne jest inhibicja konstytutywnej i indukowanej aktywno$ci
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NF-xB (83, 85, 105, 135). Analiza poziomu aktywacji NF-kB w czasie adipogenezy
pokazuje, ze poczawszy od trzeciego dnia réznicowania, poziom fosforylacji Ser536 w
podjednostce p65 zmniejsza si¢ o polowe, w poroéwnaniu do adipocytow we wczesniejszej
fazie roznicowania [Ryc.4]. Poniewaz fosforylacja p65 na Ser536 powigzana jest z
indukowang aktywnosciag kompleksu NF-kB, mozna wnioskowaé, ze poczawszy od
trzeciego dnia adipogenezy, aktywno$¢ NF-kB w komorkach 3T3-L1 jest nizsza. Berg i
wsp. uzywajac konstruktu reporterowego do badania aktywnos$ci NF-kB pokazali
wprawdzie, ze podczas adipogenezy 3T3-L1 aktywno$¢ NF-«kB jest wyzsza w adipocytach
niz w preadipocytach (6), sa to jednak wyniki sprzeczne z szeregiem innych doniesien, w
tym z doniesieniami na temat antagonistycznego efektu PPARy na aktywno$¢
transkrypcyjng NF-kB. Mechanizmy tej regulacji obejmuja zahamowanie degradacji IkBa,
zmniejszenie translokacji do jadra p65 1 zmniejszenie wigzania p65 do DNA (51, 67, 120).
Obserwowane obnizenie poziomu fosforylacji p65 w réznicujacych komorkach 3T3-L1
moze wigc wynikaé ze wzrostu ekspresji Ppary, rozpoczynajacego si¢ wlasnie w trzecim
dniu réznicowania [Ryc.3]. Niewykluczone jednak, ze w koncowych dniach réznicowania,
a takze w dojrzatych adipocytach, Ppary i Mcpipl dziataja synergistycznie w kierunku
zahamowania aktywno$ci NF-kB.

Oprécz hamowania aktywnosci NF-kB, MCPIP1 moze dziata¢ jako RNaza. Odkryto
szereg regulowanych przez niego mRNA i1 miRNA i nie wydaje sie, by lista ta byla
kompletna (125, 142). W czasie adipogenezy dochodzi do zmiany profilu syntezowanych
biatek, dzigki czemu preadipocyt ulega morfologicznej i metabolicznej przemianie.
Pokazano, Zze podczas adipogenezy preadipocytow izolowanych z tkanki ttuszczowej, jak i
komorek 3T3-L1, ekspresja wielu miRNA ulega obnizeniu (60, 110). Mozna przypuszczac,
ze wzrost poziomu Mcpipl w trakcie réznicowania moze stuzy¢ witasnie zahamowaniu

ekspresji tych miRNA.

3. Wptyw MCPIP1 na poziom C/ebpf} i Ppary w réznicujacych komérkach
3T3-L1.

3.1 Efekt ekspresji egzogennego MCPIP1 i wyciszenia ekspresji endogennego Mcpip1l
w preadipocytach.

Yeh 1 wsp. pokazali, ze ekspresja egzogennego C/ebp wywoluje spontaniczne
réznicowanie komorek 3T3-L1 przy braku hormonalnych czynnikéw inicjujacych (167).
Wu i wsp. pokazali natomiast, ze nawet fibroblasty NIH-3T3 roznicuja pod wpltywem

hormondéw jesli wywola sie w nich ekspresje C/ebpp (161). C/ebpp jest wiec czynnikiem
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transkrypcyjnym wystarczajacym do indukcji adipogenezy. Jego podstawowg funkcjg jest
indukcja mitotycznej ekspansji klonalnej oraz aktywacja ekspresji PPARY oraz C/EBPa
(147), dwodch czynnikéw transkrypcyjnych regulujacych koncowe rdéznicowanie
adipocytow (122).

W niniejszej pracy pokazano, ze podczas adipogenezy preadipocytow 3T3-L1 ze stabilng
ekspresja MCPIP1 ekspresja C/ebpf jest nizsza niz w komorkach kontrolnych. Ilo$¢
mRNA kodujacego C/ebpp w szczycie krzywej ekspresji jest srednio 2-krotnie mniejsza w
tych komorkach w poréwnaniu z komérkami kontrolnymi [Ryc.6B], a ilo$¢ biatka jest
nizsza $rednio o potowg [Ryc.6C,D]. Obnizenie to jest wystarczajagce by wptyna¢ na
aktywno§¢ C/ebpp. Ilustruje to obnizony poziom mRNA czynnika c-fos, ktoérego
transkrypcja regulowana jest przez Clebpp [Ryc.6E]. Jako ze c-fos jest bialkiem
uczestniczagcym w wyjsciu komorek z fazy GO do G1, mozna przypuszczaé, ze MCPIP1, w
sposob posredni, moduluje proliferacyjny potencjat komoérek. Ekspresji egzogennego
MCPIP1 w preadipocytach towarzyszy rdwniez obnizona okolo trzykrotnie ilo$¢
transkryptu PPARY. Ekspresja biatka PPARY r6zni si¢ przy tym dwukrotnie [Ryc.6C,D].
Przeklada si¢ to na zmniejszong aktywnos¢ transkrypcyjng biatka, co widoczne jest na
przyktadzie gendow kodujacych transporter kwasow ttuszczowych (Fabp4) i1 adiponektyne.
Poziom ich transkryptow jest wyrazne nizszy w komorkach z ekspresja MCPIP1 [Ryc.6E].
Niska ekspresja C/ebpp pociaga za soba niska wydajno$¢ réznicowania [Ryc.6A,B]. Z
kolei stabilnie wyciszona ekspresja Mcpipl skutkuje $rednio 7-krotnie wyzsza ekspresja
transkryptu C/ebpp zaréwno na poziomie podstawowym, jak i indukowanym [Ryc.5A].
Podwyzszona ilo$¢ transkryptu C/ebpp przektada si¢ na wyzszy poziom biatka [Ryc.5B].
Wyzsza jest rowniez ekspresja transkryptu i biatka PPARY. Nie zaobserwowano jednak, by
wyciszenie ekspresji Mcpipl przektadato si¢ na wyzsza liczbg wytworzonych adipocytow
[Ryc.5E].

Powyzsze obserwacje sa sprzeczne z zaprezentowanymi przez Younce i wsp. (169).
Autorzy pokazali, ze komorki transfekowane plazmidem kodujacym fuzyjne biatko
MCPIP1-GFP maja wyzsza ekspresje transkryptow i biatek C/ebp i Ppary niz komorki
transfekowane plazmidem kontrolnym kodujacym GFP. Co wigcej, ekspresja MCPIP1-
GFP uruchamiata ich roznicowanie bez konieczno$ci stymulacji hormonalnej (169).
Pokazano ponadto, ze wyciszeniu Mcpipl towarzyszy obnizenie ekspresji C/ebpp jak i
pozostatych markeréw adipogenezy oraz zmniejszenie liczby powstatych adipocytow
(169). Powodu rozbieznosci opisanych tu wynikéw z wynikami Younce i wsp. mozna

upatrywa¢ w odmiennym schemacie badawczym. Grupa pracowata wprawdzie na tym

75



samym modelu komérkowym (preadipocyty 3T3-L1) lecz wywotywata w nich ekspresje
fuzyjnego biatka MCPIP1-GFP. Co wiecej, w zadnej z dwoch prac dotyczacych
adipogenezy Autorzy nie zaznaczyli w jakim punkcie czasowym komorki byly
transfekowane ani przez jak dtugi czas ekspresja MCPIP1-GFP si¢ utrzymywata. Autorzy
wprowadzali transgen metoda chemiczng (odczynnik FuGENE, Roche). Zaktadajac, ze
transfekcja prowadzona byta zgodnie z zaleceniami producenta odczynnika do transfekc;ji,
transfekowano komorki w gestosci 70 %. Trzeba pamigtaé, ze specyfika réznicowania
komorek 3T3-L1 wymaga zahamowania proliferacji, a komoérki przez dwa dni powinny
mie¢ pelng gestos¢. Oznacza to, ze ekspresja MCPIP1-GFP mogta zanikna¢ jeszcze przed
faza gotowosci komodrek do indukcji adipogenezy. Natomiast w przypadku wyciszenia
ekspresji endogennego Mcpipl Younce i wsp. uzywali siRNA, ktore wprowadzali do
komoérek 3T3-L1 24 godziny przed indukcja adipogenezy. Badania przedstawione w
niniejszej pracy wykonano natomiast na komoérkach 3T3-L1 ze stabilng ekspresja MCPIP1
uzyskang po transdukcji retrowirusowej oraz stabilnym wyciszeniem Mcpipl uzyskanym
po transfekcji komorek plazmidem kodujagcym shRNA. Zatem, w przeciwienstwie do
eksperymentéw prowadzonych przez Younce i wsp., efekt komérkowy MCPIP1 miat
szans¢ ujawni¢ si¢ w preadipocytach jeszcze przed fazag zahamowania wzrostu jak 1 w
rakcie ekspansji klonalnej.

W tym kontek$cie warto doda¢, ze Holdaway i1 wsp. badajac adipogenez¢ fibroblastow
pobranych od myszy Mcpip”™ nie zauwazyli zaburzenia ich roznicowania. Przeciwnie,
odnotowali lekkie, cho¢ statystycznie nieistotne (p>0.05) zwigkszenie adipogenezy w
komorkach Mcpip'/' w porownaniu do komorek kontrolnych, pobranych od myszy

heterozygotycznych (48).

Zwazywszy rozbieznos$¢ uzyskanych wynikow z wynikami opisanymi rzez Younce i wsp.
(168, 169), sprawdzono poziom transkryptu i biatka C/ebpf podczas przej$ciowej ekspresji
egzogennego MCPIP1. Wykazano, ze przejsciowa ekspresja MCPIP1 prowadzi do
podniesienia zarowno poziomu mRNA jak i1 biatkka C/EBPB [Dane uzup. Ryc.1].
Tymczasowy wzrost ekspresji C/EBPP obserwowany przy przejSciowej transfekcji
komorek 3T3-L1 (nie pokazano tutaj) i HepG2 plazmidem kodujacym MCPIP1 moze
wynikaé¢ z proby kompensacji ilosci szybko degradowanego transkryptu C/ebpfs. Mozliwe
tez, ze podniesienie ekspresji C/ebpp zwigzane jest z tymczasowym obnizeniem ekspresji
jego negatywnego regulatora — czynnika transkrypcyjnego Klif4 (9) przez MCPIPI.
Obnizenie ekspresji KIf4 w obecnosci MCPIP1 zaobserwowano w komorkach 3T3-L1 po
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48 godzinach od transdukcji wektorem retrowirusowym niosagcym MCPIP1 [Dane uzup.
Ryc.2]. W przypadku obu hipotez kluczowa jest wlasciwo§¢ RNazowa MCPIP1, jako ze
biatko jej pozbawione (MCPIP1APIN) nie powoduje przyrostu ilosci C/ebpp, ani
obnizenia ilosci KIf4. Odmienny schemat badawczy i prawdopodobna indukcja ekspresji
C/ebpp wywolana przejsciowa ekspresja egzogennego MCPIP1 moze odpowiada¢ za
r6éznice migdzy obserwacjami opisanymi w tej pracy, a tymi dokonanymi przez Younce i

wsp. (168, 169).

3.2. Efekt ekspresji egzogennego MCPIP1 w réznicujacych preadipocytach.

W przeciwienstwie do preadipocytow 3T3-L1 ze stabilng ekspresja MCPIP1, komoérki z
ekspresjg MCPIP1 wywolang od pierwszego dnia adipogenezy roznicowaty
porownywalnie do komorek kontrolnych [Ryc.7]. Oznacza to, ze MCPIP1 wywiera
negatywny wplyw na adipogenez¢ tylko w pierwszych 24 godzinach réznicowania.

Co ciekawe, nie zauwazono wptywu MCPIP1 na poziom mRNA lub biatka Ppary, mimo iz
zastosowane podejscie badawcze pozwolito na utrzymanie si¢ zwiekszonego poziomu
MCPIP1 przez caty okres adipogenezy. MCPIP1 nie zmieniat réwniez aktywno$ci Ppary,
jako ze poziom ekspresji regulowanych przez Ppary genéw — adiponektyny i leptyny — byt
porownywalny w komorkach z ekspresjg MCPIP1 1 kontrolnych. Oznacza to, ze obnizenie
ekspresji Ppary obserwowane w preadipocytach ze stabilng ekspresja MCPIP1, nie jest
efektem bezposredniego oddziatywania MCPIP1 na transkrypt i biatko Ppary. Co wigcej,
zaburzenie adipogenezy powodowane przez MCPIP1 nie dotyczy modulacji ekspresji
genow poznego réznicowania.

Zwazywszy, ze transkrypcje genu Ppary inicjuje C/ebpP, mozna przypuszczal, ze
obnizenie 1ilo$ci transkryptu/biatka Ppary towarzyszace ekspresji MCPIP1 w
preadipocytach [Ryc.6] jest skutkiem negatywnej regulacji C/ebpp przez MCPIP1. Co
ciekawe jednak, w preadipocytach ze stabilng ekspresja mutanta MCPIP1 pozbawionego
aktywno$ci RNazy (MCPIP1APIN) poziom transkryptu C/ebpp jest niezmieniony, a mimo
to zaobserwowano mniejszg ilo$¢ transkryptu Ppary w czasie réznicowania [Ryc.8].
Wyttumaczeniem mniejszej iloSci mRNA Ppary moze by¢ w tym przypadku zwigkszona
aktywno$§¢ NF-kB w komodrkach z ekspresja MCPIPIAPIN [Skalniak 1 wsp., w
przygotowaniu]. Jak wspomniano, aktywacja Nf-kB blokuje adipogenezg (165), a to
skutkuje obnizeniem ekspresji Ppary. Weryfikacja tej hipotezy wymaga jednakze dalszych
badan.
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W preadipocytach z egzogenna ekspresja MCPIP1 wywotang po 24-tej godzinie
réznicowania ilo$¢ transkryptu i1 biatka C/ebpf jest poréwnywalna z komodrkami
kontrolnymi [Ryc.7]. Mozna wigc wnioskowa¢, ze MCPIP1 nie wplywa w tym przypadku
na procesy transkrypcji ani translacji C/ebpp. Tym samym, zmniejszenie ilo$ci biatka
C/ebpp obserwowane w komoérkach ze stabilng ekspresja MCPIP1 [Ryc.6] musi by¢
ograniczone czasowo do pierwszych 24 godzin réznicowania i wynika¢ albo z zaburzenia
mechanizmu transkrypcji albo z degradacji mRNA kodujacego C/ebpp.

Analizujgc poziom transkryptu genu C/ebpf w czasie rdéznicowania komoérek 3T3-L1,
mozna zauwazy¢, ze ro$nie on gwaltownie po indukcji adipogenezy, osiagga maksimum w
drugiej godzinie, po czym sukcesywnie spada [Ryc.1B]. Jednoczes$nie, ilos¢ biatka C/ebpp3
wzrasta od pierwszych godzin rdéznicowania, osiaga maksymalny poziom w pierwszym
dniu, po czym obniza si¢ 1 w dniu trzecim powraca do poziomu podstawowego [Ryc.3],
[Ryc.5], [Ryc.6]. Poréwnujac ekspresje biatek C/ebpP i Mcpipl w czasie roznicowania,
mozna zauwazy¢, ze maksimum ilosci C/ebpP odpowiada minimum ilo$ci Mcpipl. W
dalszych badaniach postanowiono zgl¢bi¢ mechanizm negatywnej regulacji ilosci mRNA 1

biatka C/ebpp w obecnosci MCPIP1.

4. Wptyw MCPIP1 na poziom transkryptu C/ebpp.

4.1. Mechanizm obnizenia ilosci transkryptu C/ebpp przez MCPIP1.

Wyznaczony dla komodrek HepG2 okres pottrwania mRNA C/EBPB wynosi 2 godziny
[Ryc.12], a wyznaczony dla réznicujacych komorek 3T3-L1 40 minut. [Ryc.11]. Pomimo
krotkiego okresu pottrwania, tempo zmniejszania si¢ poziomu transkryptu C/ebpf
obserwowane miedzy 2-ga a 24-t3 godzing w rdéznicujacych komoérkach 3T3-L1 jest
stosunkowo wolne [Ryc.1B].

Moze to wynika¢ z:

a. degradacji transkryptu z jednoczesng intensywna transkrypcja, lub

b. wylaczenia mechanizmu destabilizujacego transkrypt.

Jak wynika z naszych badan [Ryc.3] oraz badan Younce i wsp. (169), przyrost ilosci biatka
Mcpipl w czasie adipogenezy 3T3-L1 obserwowany jest dopiero od pierwszego dnia
réznicowania. Dalej, ekspresji MCPIP1 wywotanej przed rozpoczeciem roéznicowania
towarzyszy obnizenie ilo$ci transkryptu C/ebpp [Ryc.6], a ekspresja wywotana po

pierwszym dniu réznicowania nie wptywa na poziom biatka C/ebpf [Ryc.7]. Co wigcej,
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ekspresja nieaktywnego enzymatycznie MCPIPIAPIN nie zmniejsza poziomu ekspresji
genu C/ebpf [Ryc.8]. Zebrane dane pozwalaja przypuszcza¢, ze MCPIP1 jest biatkiem
odpowiedzialnym za obnizenie transkrypcji C/ebpf lub degradacj¢ transkryptu C/ebpf w

pierwszej dobie rdznicowania.

4.1.1. Zmniejszenie poziomu C/ebpf w obecnosci MCPIP1 nie wynika z zahamowania
transkrypcji.

Czynnikiem transkrypcyjnym aktywujacym ekspresje C/ebpf jest biatko Creb. Belmonte i
wsp. pokazali, ze aby CREB moglo przylaczy¢ kofaktory i trans-aktywowac ekspresje¢
genéw C/EBP, w tym C/EBPp, konieczna jest jego fosforylacja przez kinaz¢ ERK1/2 (4).
Yang i wsp. oraz Yao i wsp. pokazali w swoich pracach, ze ekspresja MCPIP1 hamowala
aktywacje¢ kinazy ERK, a obnizenie ekspresji MCPIP1 (poprzez ekspresje egzogennego
miR-9) wywotywato efekt odwrotny (163), (164). Negatywny wptyw MCPIP1 na
fosforylacj¢/aktywacje kinazy ERK w makrofagach stymulowanych LPS pokazat réwniez
Zhou i wsp. Ekspresja MCPIP1 zmniejszata ilo$¢ fosforylowanej formy Erk1/2, natomiast
w makrofagach pochodzacych od myszy z wylaczong ekspresja genu Mcpipl fosforylacja
kinazy Erkl/2 po stymulacji LPS byla silniejsza niz w makrofagach pochodzacych od

+/+

myszy kontrolnych (Mcpipl ") (177). Sprawdzono wigc poziom fosforylacji Erk1/2 w
réznicujacych preadipocytach ze stabilng ekspresja MCPIP1. Okazalo sig, ze aktywnos¢
Erk1/2 jest porownywalna migdzy réznicujacymi komoérkami 3T3-L1 z ekspresja MCPIP1
1 komorkami kontrolnymi w badanym przedziale czasu [Ryc.9]. Mozna wigc wykluczy¢
wplyw MCPIP1 na aktywacj¢ biatka Creb poprzez zmiang poziomu fosforylacji Erk1/2 w
preadipocytach 3T3-L1. Brak wplywu MCPIP1 na Creb zostal potwierdzony w
eksperymencie, w ktorym zmierzono aktywno$¢ Creb w komodrkach 3T3-L1
stymulowanych do réznicowania uzywajac wektora reporterowego [Ryc.10]. Zebrane na
tym etapie wyniki pozwolity wnioskowaé, ze MCPIP1 moduluje poziom transkryptu i

biatka C/ebpP poprzez mechanizm inny niz aktywacja promotora genu C/ebpf. Tym

mechanizmem moglo by¢ skrocenie czasu pottrwania transkryptu C/ebpp.

4.1.2. MCPIP1 degraduje transkrypt C/ebpp.

MCPIP1 jest RNaza o szerokim spektrum substratow. Udowodniono, ze substratami

MCPIP1 sg niektore sposrod pre-miRNA (125, 142), wirusowych RNA (87, 88) oraz

matrycowych RNA biatek. Wéréd poznanych dotad czasteczek mRNA degradowanych

przez MCPIP1 sa transkrypty kodujace cytokiny prozapalne o krotkich czasach poitrwania,

tj. IL-6 (96, 100), IL-12b (96), IL-1B (100) czy IL-2 (82) oraz jego wtasne mRNA (100).
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W $wietle tych doniesien, postanowiono sprawdzi¢ czy obnizenie poziomu mRNA C/ebpf
zwigzane ze stabilng ekspresja MCPIP1 w komoérkach 3T3-L1 oraz podwyzszenie poziomu
mRNA C/ebpp towarzyszace stabilnemu wyciszeniu Mcpipl ma zwigzek z degradacja
mRNA C/ebpp przez Mcpipl. Wskazowka sugerujaca zaangazowanie nukleolitycznej
aktywno$ci Mcpipl w modulacje poziomu mRNA kodujacego ClebpP jest fakt, ze
preadipocyty 3T3-L1 ze stabilng ekspresja mutanta pozbawionego aktywnosci RNazy
(MCPIP1APIN), cechuje porownywalna z komoérkami kontrolnymi ekspresja genu C/ebpf
w czasie réznicowania [Ryc.8].

W pierwszym etapie zbadano czas poéltrwania transkryptu C/EBPfS podczas ekspresji
egzogennego MCPIP1. Do testu wybrano komorki linii HepG2, poniewaz cechuje je
wysoka konstytutywna ekspresja genu C/EBPp. Pokazano, ze ekspresja MCPIP1 w
komorkach HepG2 skutkuje skrdceniem czasu poéttrwania transkryptu C/EBPS z 2 godzin
do 1,2 godziny. Ekspresja mutanta MCPIP1 pozbawionego aktywnos$ci RNazy réwniez
skraca czas pottrwania transkryptu, ale w mniejszym stopniu niz forma dzika biatka
(t12=1,5 godziny) [Ryc.12].

Powyzsze dane pozwolily wnioskowaé, ze MCPIP1 wptywa na degradacj¢ mRNA
kodujacego C/ebpp. W drugim etapie sprawdzono czy degradacja jest prowadzona
bezposrednio przez MCPIP1. Uzyto reporterowych konstruktow genetycznych
zawierajacych roéznej dtugosci odcinki 3’'UTR mRNA C/EBP.

Po pierwsze odnotowano, ze 3’'UTR mRNA C/EBP zawiera sekwencje destabilizujace
transkrypt albo negatywnie modulujace jego translacj¢ w sposob niezalezny od MCPIPI.
Sekwencje te znajduja si¢ w poczatkowym (1-270) 1 koncowym (432-624) rejonie 3’UTR.
Kazda z nich obnizata aktywno$¢ biatka reporterowego o 25-50 %, lecz ich
wspotwystepowanie powodowato spadek aktywnosci az o 65 %. Oznacza to, ze efekt
destabilizacji poszczegdlnych sekwencji jest addytywny. W literaturze opisano istnienie w
3’UTR mRNA C/EBPB miejsc wigzania bialek cytoplazmatycznych i1 jadrowych w
rejonach (-61-255) oraz (180-293), ale nie zidentyfikowano rozpoznajacych je biatek (56).
Dalej, wiadomo, ze 3’UTR C/EBPp zawiera sekwencj¢ bogata w adenozyng i uracyl
(motyw ARE), zlokalizowang w rejonie 458-466 (30). By¢ moze niska stabilno§¢ mRNA
C/EBPB powodowana jest w czg$ci przez biatka rozpoznajace sekwencje ARE, takie jak
TTP lub ATF.

W eksperymencie postuzono si¢ kontrola pozytywna, ktérg byl plazmid zawierajacy
3’UTR 11-6, substratu MCPIP1 (96, 100). Wyrazne obnizenie aktywno$ci biatka

reporterowego kodowanego przez ten plazmid pozwolito upewnié si¢, ze system
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reporterowy jest skuteczny, ekspresja MCPIP1 jest wydajna, a powstajace biatko jest
aktywne. Wynik eksperymentu [Ryc.14] pokazat zalezny od MCPIP1 spadek aktywnosci
biatka reporterowego dla konstruktow zawierajacych fragment 15-624 oraz 432-624
3’UTR C/EBPp. Natomiast konstrukty zawierajace wytacznie fragmenty 1-431 nie byly
podatne na dzialanie MCPIP1. Oznacza to, ze prowadzona przez MCPIPI regulacja
stabilno$ci transkryptu C/EBPP oparta jest na rejonie koncowym (432-624) 3’UTR. Co
wigcej, zaobserwowany spadek aktywno$ci bialka reporterowego wystepowat tylko w
przypadku aktywnego nukleolitycznie MCPIP1, natomiast nie wystepowat w przypadku
ekspresji mutanta MCPIP1/D141A. Analiza bioinformatyczna rejonu 432-624 wykazala
istnienie kilku rejonéw tworzacych drugorzgdowa strukture ,,spinki”. ,,.Spinka” tworzona w
obrebie 480-498 wystepuje zarowno w 3’UTR mysiego, jak i ludzkiego C/EBPS i ma
cechy zidentyfikowane przez Mino i wsp. jako pretendujace do trawienia przez MCPIP1
(99). Jest wigec oddalona o wigcej niz 20 nukeotydéw od kodonu STOP i zawiera 3
nukleotydy w petli. Wiasnie tego typu struktury drugorzedowe przewazaty w puli RNA
wigzanego przez MCPIP1 (do ich identyfikacji uzyto metody CLIP-RNAseq). Ponadto, jej
trzon buduje 7 par nukleotydéw. Mino 1 wsp. zidentyfikowali ,,spinki" typu 7-3-7, jako
struktury najbardziej podatne na wigzanie przez MCPIP1 (99).

Zebrane dane eksperymentalne wspolnie z ostatnimi doniesieniami literaturowymi
stanowig silng przestanke o bezposrednim udziale MCPIP1 w degradacj¢ transkryptu
C/ebpp w komorkach 3T3-L1.

5. Mcpip1 jest indukowany przez stan zapalny w tkance thuszczowej.

Otylo$¢ towarzyszaca insulinoopornosci czgsto zwigzana jest z infiltracjg tkanki
tluszczowej przez makrofagi i limfocyty (102). Uznaje si¢, ze mediatory prozapalne
wydzielane przez komoérki odpornosciowe zaburzaja proces roznicowania preadipocytow
(74), wymuszajac tym samym hipertroficzny wzrost istniejacych adipocytéw. Przektada
si¢ to na eskalacje stanu zapalnego w tkance tluszczowej, pogorszenie odpowiedzi na
insuling 1 zwigkszong lipolize¢ (38, 49). Jednym =z czynnikow prozapalnych
zaangazowanych w rozwdj cukrzycy typu 2 i wydzielanych glownie przez makrofagi jest
IL-1B (97). Jednoczesnie, IL-1 jest silnym induktorem ekspresji MCPIPI, co pokazano w
komorkach odpornosciowych (57), w komoérkach hepatocytéw (100) oraz w fibroblastach
(21). W ramach niniejszej pracy zbadano wplyw tej cytokiny na ekspresj¢ genu Mcpipl w
komorkach linii 3T3-L1. Okazato sie, ze IL-1p aktywuje ekspresj¢ Mcpipl zardwno w
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preadipocytach jak i w adipocytach. Wzrost poziomu transkryptu Mcpipl jest w obu
typach komorek bardzo gwattowny i osigga maksimum juz w czwartej godzinie stymulacji
[Ryc.15A]. W przypadku preadipocytdw, poziom mRNA Mcpipl jest szybko obnizany,
natomiast w adipocytach efekt stymulacji utrzymuje si¢ w czasie. Co ciekawe, wzrost
ekspresji mRNA pocigga za sobg podwyzszenie poziomu biatka Mcpipl tylko w
preadipocytach. Zaobserwowano, ze adipocyty posiadaja wyzszy bazalny poziom biatka
Mcpipl, natomiast stymulacja cytoking nie wywotuje dodatkowego podniesienia ilo$ci
Mcpipl [Ryc.15B]. Jak pokazano wcze$niej, podwyzszony poziom MCPIP1 w
preadipocytach 3T3-L1 obniza ich potencjal do réznicowania [Ryc.6]. Mozna wigc
przypuszczaé, ze istnieje zwigzek migdzy obserwowang w otytosci redukcja adipogenezy,
a indukowang przez czynniki prozapalne ekspresja Mcpipl w adipocytach.

Powyzsza hipotez¢ popieraja wyniki analiz podskornej tkanki tluszczowej myszy o
genotypie db/db, tj. z wylaczong ekspresja genu receptora leptyny. Myszy db/db
charakteryzuje wzmozony apetyt (hiperfagia) i bardzo wczesny rozwdj otytosci (15).
Poniewaz zwigkszonej masie towarzyszy hiperglikemia, dyslipidemia i insulinoopornos¢,
myszy db/db sa modelowym organizmem w badaniach nad cukrzyca typu 2. W podskorne;j
tkance tluszczowej myszy db/db wykazano zwigkszong liczbe makrofagéw (19) i
zwigkszong ekspresj¢ gendw prozapalnych (38). Przedstawione w ponizszej pracy wyniki
badan sg zgodne z tymi doniesieniami. Analiza poziomu mRNA wybranych genow w
podskornej tkance tluszczowej myszy db/db wykazata znacznie podwyzszong ekspresje
genow Mcp-1 oraz Crp i podwyzszony poziom transkryptu genu 7nf [Ryc.16B]. Zbadano
réwniez poziom mRNA biatka Cd14. Cd14 jest koreceptorem receptora TLR i, jako Ze jest
ekspresjonowany gléwnie na komoérkach mieloidalnych, uznany jest szeroko za marker
monocytow/makrofagéow (39). Zaobserwowano, ze ilo$¢ transkryptu genu Cd/4 w tkance
thuszczowej myszy db/db byta wyraznie wyzsza niz u myszy kontrolnych. Potwierdza to
infiltracje tkanki thuszczowej u tych myszy przez komoérki odpornosciowe. Co ciekawe,
ilo§¢ mRNA Cd14 dodatnio korelowata z iloscig mRNA Mcpipl. Wskazuje to na istnienie
zalezno$ci pomiedzy ekspresja Mcpipl w rozro$nigtej tkance thuszczowej, a stopniem
infiltracji przez makrofagi. Badanie nie okre$la ktore z komorek sg Zrodlem zwigkszonej
ilosci transkryptu Mcpipl w tkance tluszczowej - moga to by¢ zar6wno zaktywowane

makrofagi (57), preadipocyty albo adipocyty [Ryc.15].

Zwiagzek miedzy ekspresja MCPIPI 1 otylosciag potwierdza przeprowadzona analiza

wycinkéw ludzkiej podskdrnej tkanki thuszczowej. Wykazano, ze w pordwnaniu z osobami
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szczuptymi, otyli maja wyzsza ekspresje MCPIP1 w tkance tluszczowej, a ilos¢ mRNA
kodujacego MCPIP1 koreluje dodatnio ze stopniem otylosci wyrazonym przez indeks BMI
[Ryc.15A]. Badania przeprowadzono na niewielkiej probie, dlatego niezbedne jest
potwierdzenie tych obserwacji w oparciu o analiz¢ wigkszej grupy badanych.
Podwyzszony w otytosci poziom mRNA MCPIP1 w tkance tluszczowej u ludzi
potwierdzaja jednakze badania przeprowadzone przez innych badaczy. Onate i wsp.
zbadali transkryptom komorek macierzystych pochodzacych z tkanki ttuszczowej (ang.
ADS, adipose stem cells) os6b otytych ze zdiagnozowanym zespolem metabolicznym
(BMI > 40 kg/m®) i 0s6b szczuplych (BMI < 25 kg/m?) (109). Komoérki ASC uzyskano z
podskornej tkanki ttuszczowej pobranej od otylych (n=3) w trakcie zabiegu bariatrycznego
lub od o0s6éb szczuptych (n=3) w trakcie liposukcji i hodowano in vitro do uzyskania pasazu
3. Analiza wykazata wyraznie wyzszy poziom mRNA kodujacego MCPIP1 u 0s6b otylych
z zespotem metabolicznym w poréwnaniu do 0s6b szczuptych i zdrowych [Dane uzup.
Ryc.3]. Podobnie, analiza transkryptomu tkanki thuszczowej wykonana przez Keller 1 wsp.
(65) wykazata podwyzszony poziom MCPIPI u ludzi otylych w poréwnaniu z osobami
szczuptymi - zardwno w grupie osob zdrowych metabolicznie, jak i cierpiagcych na
cukrzyce typu 2 [Dane uzup. Ryc.4].

Podsumowujac, dane zebrane w tej pracy, jak i opublikowane przez innych Autorow
wskazuja na istnienie wyraznej korelacji dodatniej migdzy otytoscia, a ekspresja MCPIP1

w tkance tluszczowe;j.
6. Perspektywy rozwoju badan nad rola MCPIP1 w otyloSci.

6.1. Inhibicja NF-kB.

Insulinooporno$¢ i1 cukrzyca typu 2 s3a obecnie postrzegane jako choroby zwigzane z
przewleklym stanem zapalnym. Rola NF-kB w patologii cukrzycy typu 2 zostata
podniesiona po raz pierwszy wskutek obserwacji, ze aspiryna i inne salicylany korzystnie
wplywaja na tolerancje glukozy (34). Odkryto, ze skuteczno$¢ tiazolidinedionéw w
leczeniu cukrzycy typu 2 opiera si¢ na aktywacji PPARY i negatywnej regulacji NF-kB w
makrofagach (45). Pokazano, ze wyhamowanie $ciezki sygnatowej NF-kB tagodzi objawy
cukrzycy typu 2, poprzez obnizenie poziomu cukru we krwi 1 wzrost wrazliwosci komorek
na insuling (1). Blokada ekspresji czynnikoéw zapalnych wydaje sie wigc dobrym
podejsciem terapeutycznym i poszukuje si¢ sposobu represji gendOw aktywowanych w

makrofagach na $ciezce IKK/NF-kB. Negatywny wptyw MCPIPI na szlak NF-kB zostal
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udowodniony w hepatocytach, makrofagach i fibroblastach (104, 135). Z perspektywy tych
doniesien, aktywacja MCPIP1 w makrofagach moze uderza¢é w podstawy patogenezy
chorob metabolicznych zwigzanych z otyto$cig i stanowi jedno z teoretycznie efektywnych

podejs¢ terapeutycznych.

6.2. Zahamowanie adipogenezy.

Stala nadpodaz substratow energetycznych powoduje przyrost objetosci tkanki
thuszczowej. Jesli jednak tempo powstawania adipocytow jest niewystarczajace, dochodzi
do wzrostu hipertroficznego adipocytow, ktoéry przyczynia si¢ do rozwoju
insulinooporno$ci (44). Paradoksalnie, potencjat adipogenny komorek prekursorowych, jak
1 tempo samej adipogenezy jest obnizone wtasnie w otylosci (23, 41). Skutkuje to tym, ze u
otytych ludzi, mimo wysokiej liczby mezenchymalnych komorek macierzystych w
podskornej tkance thuszczowej, preadipocytdw jest mniej niz u 0s6b szczuptych (53).
Przyczyn upatruje si¢ w obecnosci mediatoréw stanu zapalnego, ktére powoduja
uposledzenie rdéznicowania komodrek macierzystych i transwersj¢ preadipocytéw do
komorek podobnych do makrofagow (14, 53). W niniejszej pracy wykazano negatywny
wptyw MCPIP1 na adipogeneze [Ryc.6]. Pokazano réwniez, ze w podskornej tkance
thuszczowej u osob otytych, poziom mRNA kodujacego MCPIP1 jest podwyzszony.
Udowodniono takze, ze ekspresja MCPIP1 moze by¢ aktywowana w preadipocytach przez
IL-1B, jeden z czynnikdw prozapalnych wydzielanych przez makrofagi [Ryc.16, Ryc.15].
Dodatkowo, wyniki pracy Onate i wsp. (109) pokazuja, ze poziom MCPIP1 jest
podwyzszony w mezenchymalnych komorkach macierzystych, pochodzacych z tkanki
thuszczowej otylych oséb. Razem te obserwacje sugeruja, ze wzrost ekspresji MCPIP1
moze stanowi¢ podioze inhibicji adipogenezy obserwowanej u oséb otytych. Z tej
perspektywy, korzystne wydaje si¢ zahamowanie szlaku indukcji MCPIP1 w komoérkach
prekursorowych adipocytow poprzez wyciszenie stanu zapalnego w obrebie tkanki
tluszczowej. Poniewaz stan zapalny tkanki thuszczowej inicjowany jest przez naciekajace,
zaktywowane makrofagi, $rodkiem do zahamowania indukcji MCPIP1 w tkance
thuszczowej wydaje si¢ wyciszenie szlakéw zapalnych w makrofagach. Jesli tak, warto
sprawdzi¢ czy tiazolidinediony, leki stosowane z powodzeniem w terapii cukrzycy typu 2 i
insulinoopornosci, a powodujace m.in. inhibicj¢ NF-kB, przyczyniaja si¢ do zmniejszenia
ekspresji MCPIP1 w tkance ttuszczowej 1 zwigkszonej ekspresji MCPIP1 w limfocytach 1

monocytach/makrofagach.
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VII. Dane uzupehiajace.

>

ekspreja wzgledna
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Dane uzup. Ryc.1. Poziom ekspresji genu C/ebpf podczas przejsciowej transfekcji
MCPIP1.

Komérki 3T3-L1 transfekowano wektorem kontrolnym (pcDNA3.1), wektorem
kodujacym ludzkie biatko MCPIP1 (pcDNA3.1-MCPIP1) lub wektorem kodujacym biatko
MCPIP1 bez aktywnos$ci RNazy (pcDNA3.1-MCPIP1APIN). A. Poziom mRNA C/ebpf w
komorkach 24 godziny po transfekcji Lipofektaming 2000 (Life Technologies) zmierzony
poprzez przeprowadzenie PCR w czasie rzeczywistym na matrycy catkowitego mRNA.
Uzyto identycznych molowo ilosci DNA z zachowaniem takiego samego stosunku
DNA/Lipofektamina. B. Wynik analizy western blot przeprowadzonej na lizatach
komoérkowych zebranych 24 godziny po transfekcji. Uzyto przeciwcial o-MCPIP1
(produkcja wtasna), a-C/ebpp (Cell Signaling) i a-f-aktyna (Sigma Aldrisch). Rycina
przedstawia wynik reprezentatywny dla dwoch niezaleznych powtoérzen biologicznych.
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Dane uzup. Ryc.2. Poziom ekspresji genu KIf4 podczas ekspresji egzogennego
MCPIP1.

Komérki 3T3-L1 transdukowano wektorem kontrolnym (pMX-puro), wektorem
kodujacym ludzkie biatko MCPIP1 (pMX-MCPIP1) lub wektorem kodujacym biatko
MCPIP1 bez aktywnos$ci RNazy (pMX.1-MCPIP1APIN). 24 i 48 godzin po transdukcji
retrowirusowej zmierzono w komorkach poziom mRNA czynnika transkrypcyjnego Klf4
poprzez przeprowadzenie PCR w czasie rzeczywistym na matrycy catkowitego mRNA.
Wynik uzyskany przez Ewe Gogole w ramach pracy magisterskiej wykonywanej pod
opieka prof. dr hab. Jolanty Jury.
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Dane uzup. Ryc.3. Poziom ekspresji genu MCPIP]1 w mezenchymalnych komorkach
macierzystych podskornej tkanki thuszczowej.

Komorki od 0séb szczuptych (BMI<25 kg/m?) i otylych (BMI>40 kg/m?) pobrano z
brzusznej podskoérnej tkanki thuszczowej. Wykres sporzadzono na podstawie danych z
mikromacierzy opublikowanych przez Onate i wsp. (109) w bazie GEO Profiles (NCBI) nr
dostgpu GDS5056. Pozioma linia przedstawia median¢ ekspresji genu MCPIPI, a stupki
wskazuja maksymalng i minimalng warto$¢ zarejestrowana w grupie. Symbol ** oznacza
istotno$¢ statystyczng na poziomie p<0,02 obliczong testem t-studenta.
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Dane uzup. Ryc.4. Poziom ekspresji genu MCPIPI w podskornej tkance thuszczowe;j.
Tkanke tluszczowa pobrano poprzez liposukcje z brzucha od oséb szczuptych (BMI<25
kg/m®) i otytych (BMI>30 kg/m”) z uwzglednieniem ich statusu metabolicznego (cukrzyca
typu 2/zdrowi). Wykresy sporzadzono na podstawie danych z mikromacierzy
opublikowanych przez Keller i wsp. (65) w bazie GEO Profiles (NCBI) pod nr GDS3961.
Pozioma linia przedstawia median¢ ekspresji genu MCPIPI, a stupki wskazuja
maksymalng 1 minimalng warto$¢ zarejestrowang w grupie. Symbol * oznacza istotnos¢
statystyczng na poziomie p<0,05 obliczong testem t-studenta po odrzuceniu testem Q
Dixona gornej skrajnej wartosci z grupy szczuptych, chorujacych na cukrzycg.
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VIII. Whnioski.

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej pozwolity
wysung¢ nastepujace wnioski:

1.

Poziom transkryptu kodujacego Mcpipl wzrasta w komorkach 3T3-L1 w
ciagu kilku godzin po indukcji adipogenezy, a nast¢pnie wraca do poziomu
podstawowego. Wzrost transkryptu kodujacego Mcpipl wywolany jest
przez dzialanie wszystkich trzech czynnikow stymulujacych — insuliny,
IBMX, deksametazonu.

Poziom bialka Mcpip1 rosnie w komorkach 3T3-L1 podczas adipogenezy i
w dojrzalych adipocytach jest on S-krotnie wyzszy niz w preadipocytach.

. W pierwszym dniu od rozpoczecia adipogenezy obserwuje si¢ tymczasowy

spadek poziomu bialka Mcpipl. W tym samym czasie poziom bialka
C/ebpp jest najwyzszy.

Wyciszeniu ekspresji genu Mcpipl w preadipocytach 3T3-L1 towarzyszy
wzrost poziomu transkryptu i bialka C/ebpp oraz Ppary.

Ekspresji egzogennego MCPIP1 w preadipocytach 3T3-L1 towarzyszy
obnizenie poziomu transkryptu i bialka C/ebpp oraz Ppary.

Na poziom transkryptu C/ebpp nie wplywa ekspresja Mcpipl z delecja
domeny rybonukleazowej (PIN), ani ekspresja pelnego Mcpipl jesli jest
ona wywolana po pierwszym dniu réznicowania.

MCPIP1 nie wplywa na aktywacj¢ promotora genu C/ebpp.

MCPIP1 obniza poziom transkryptu C/EBPB, przy udziale domeny
rybonukleazowej PIN.

Rejon transkryptu C/EBPp, ktory jest rozpoznawany przez MCPIP1
znajduje si¢ w obszarze 432-624 3’UTR.

10. IL-1p zwi¢ksza poziom mRNA i bialka Mcpip1l w preadipocytach.
11. W rozros$ni¢tej tkance thuszczowej u ludzi i myszy poziom transkryptu

kodujacego MCPIP1 (Mcpip1) jest podwyzszony.
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IX. Streszczenie.

Dobrze poznang rola MCPIP1 jest negatywna regulacja proceséw zapalnych w

komorce. Jako endorybonukleaza, MCPIP1 degraduje niektére krotko zyjace transkrypty,
w tym transkrypty kodujace IL-6, IL-2, IL-12b, c-Rel, Icos, swoj wltasny mRNA, a takze
liczne pre-miRNA. Do aktywnos$ci rybonukleolitycznej MCPIP1 niezbgdna jest domena
PIN. Jednakze oprocz degradacji RNA, domena PIN pozwala réwniez na wigzanie
deubikwitynazy USP10. Z kolei poprzez inng domen¢ (UBA) MCPIP1 wigze biatka
nalezace do szlaku aktywacji NF-kB. Posredniczy w ten sposob w ich deubikwitynacji i
obniza aktywnos¢ tego waznego czynnika transkrypcyjnego.
Zdolno$¢ do degradacji mRNA, jak i wyciszania aktywno$ci NF-xB spowodowaly, Ze
MCPIP1 badano rowniez pod katem réznicowania komorkowego. Udowodniono, ze
MCPIP1 reguluje procesy neurogenezy, angiogenezy i osteogenezy. Problematyczna byta
rola MCPIP1w adipogenezie, tj. w procesie powstawania komorek ttuszczowych.

W niniejszej pracy doktorskiej pokazano, ze MCPIP1 jest zaangazowane w
adipogeneze, a zebrane wyniki pozwalaja wnioskowaé, ze MCPIP1 jest bialkiem
kontrolujacym wczesny etap procesu roznicowania. W szczeg6lnosci wykazano, ze
czynniki adipogenne - insulina, IBMX i1 deksametazon - indukujg ekspresj¢ genu Mcpipl
w preadipocytach linii 3T3-L1. Po indukcji adipogenezy wzrost poziomu mRNA
kodujacego Mcpipl jest tymczasowy, jednak poziom biatka rosnie w trakcie réznicowania
i1 w dojrzatych adipocytach osigga poziom pigciokrotnie wyzszy w poréwnaniu do
preadipocytéw. Aby zrozumie¢ role Mcpipl w przebiegu adipogenezy zbadano
preadipocyty z wyciszong ekspresja Mcpipl. Zaobserwowano, ze zmniejszonej ekspresji
Mcpipl towarzyszy zwigkszony poziom ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych
odpowiadajacych za réznicowanie - C/ebp 1 Ppary. Co ciekawe, zwigkszenie poziomu
MCPIP1 w preadipocytach wywolane ekspresja egzogennego biatka skutkuje obniZzeniem
poziomu C/ebpp 1 Ppary oraz zmniejszeniem wydajnosci adipogenezy. Interesujace jest to,
ze MCPIP1 wptywa na przebieg roznicowania tylko jesli do jego ekspresji dochodzi przed
inicjacja adipogenezy.

Aby odkry¢ mechanizm interakcji migdzy MCPIP1 a czynnikami transkrypcyjnymi
C/ebpp 1 Ppary, zbadano adipogeneze¢ w obecnosci MCPIP1 pozbawionego domeny PIN.
Odkryto, ze tak zmutowane biatko nie moduluje ekspresji C/ebpp. Jakkolwiek, poziom

Ppary byt w dalszym ciggu obnizony, co wskazuje na odmienne mechanizmy regulacji.
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Dalej zbadano mechanizm rzadzacy zaleznos$cia miedzy ilosciag MCPIP1 i C/ebpp. W
pierwszej kolejnosci ustalono, ze MCPIP1 nie obniza wydajnosci transkrypcji C/ebpp,
poniewaz ani nie zmniejsza aktywacji czynnika zawiadujacego transkrypcja C/ebpp (Creb),
ani nie wptywa na wigzanie Creb do DNA. Dalej pokazano, ze w obecnosci MCPIP1 czas
pottrwania mRNA kodujacego C/EBPJ ulega skroceniu w komoérkach HepG2 z 2 godzin
do 1,2 godziny. Postugujac si¢ zestawem reporterowych konstruktow genetycznych
wykazano, ze MCPIP1 (ale nie MCPIP1 z nieczynng domeng PIN) obniza ilo$¢ biatka
kodowanego przez transkrypt z przylaczonym 3’UTR transkryptu C/EBP.
Zidentyfikowano rowniez rejon 3’UTR podlegajacy tej regulacji. Zebrane wyniki
pozwalaja wnioskowa¢, ze MCPIP1 bezposrednio i negatywnie reguluje ilos§¢ mRNA
kodujacego C/ebpp.

W rozprawie przedstawiono tez wyniki analizy poziomu mRNA kodujacego
MCPIP1 w podskérnej tkance tluszczowej myszy i1 cziowieka. Poréwnujac poziom
ekspresji MCPIP1 migdzy osobnikami otylymi i o prawidlowej masie pokazano, ze w
rozro$nietej tkance tluszczowej ilo§¢ mRNA kodujacego MCPIP1 jest wyzsza.
Prawdopodobnym wytlumaczeniem powyzszej obserwacji jest obecno$¢ stanu zapalnego
w tkance tluszczowej osobnikéw otytych. Teze t¢ popieraja obserwacje, ze w tkance
thuszczowej otylych myszy (model db/db) poziom mRNA kodujacego Mcpipl koreluje z
poziomem mRNA biatka markerowego makrofagow CD14 oraz ze stymulacja
preadipocytéw 1 adipocytow 3T3-L1 prozapalng cytoking IL-1B podnosi poziom mRNA
kodujacego Mcpipl. Co ciekawe jednak, wzrost poziomu mRNA przektada si¢ na wzrost
poziomu bialka tylko w preadipocytach.

Opisane w pracy doktorskiej wyniki pozwalajg przypuszczaé, ze obserwowany u
otytlych z syndromem metabolicznym stan zapalny tkanki tluszczowej moze skutkowaé
podwyzszeniem ekspresji MCPIP1 w komorkach prekursorowych adipocytow. W efekcie
dochodzi¢ moze do zahamowania adipogenezy w tkance tluszczowej 1 gromadzenia
trojglicerydow w komorkach innych narzadéw. Sytuacja taka prowadzi do rozwoju
insulinoopornosci, cukrzycy typu 2 i chordb serca. Dlatego interesujacym podejsciem
terapeutycznym w chorobach zwigzanych z otylo$cia wydaje si¢ obnizenie ekspresji

MCPIP1 w komorkach prekursorowych adipocytow.
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X. Summary.

MCPIP1 is well known for its ability to downregulate intra-cellular inflammatory
processes. As an endoribonuclease it degrades transcripts coding for IL-6, IL-2, IL-12b, c-
Rel, Icos and many pre-miRNA as well as its own mRNA. These ribonucleolytic
capabilities result from the presence of a PIN domain within the protein. However, PIN
domain not only enables RNA degradation but also directly binds to deubiquitinase USP10.
With another domain, UBA, MCPIP1 binds to proteins involved in NF-kB activation.
MCPIP1 enables their deubiquitination and thus downregulates NF-kB activity.
Endorybonucleolytic activity as well as the ability to dowregulate NF-xB prompted studies
toward MCPIP1 involvement in differentiation processes. It has been shown that MCPIP1
controls neurogenesis, angiogenesis and bone formation. MCPIP1 has been also studied in
the context of adipocytes formation (adipogenesis). However, specificity of its engagement
raised some doubts.

This dissertation shows that MCPIP1 is one of the proteins involved in the

differentiation of fat cells precursors - adipogenesis. Adipogenesis is an ordered and
sequential process characterized by cascading activation of effector proteins. The results
presented in the thesis encourage us to stipulate that MCPIP1 is the protein that controls
early stages of adipogenesis. In particular, we have shown that only adipogenic factors
such as insulin, IBMX and dexamethazone together induce expression of Mcpipl gene in
preadipocytes of 3T3-L1 line. We observed that even though mRNA level of Mcpipl
increases transiently after adipogenesis induction, protein level increases significantly
during the process and reaches fivefold higher level than in preadipocytes.
To push our understanding of Mcpipl role in adipogenesis further we studied
preadipocytes with silenced expression of the protein. We detected an increased level of
differentation-governing transcription factors C/ebpf and Ppary. On the other hand, when
we forced exogenous MCPIP1 expression in preadipocytes, we noticed diminishing of
C/ebpp and Ppary levels as well as adipogenesis efficiency. Interestingly, exogenous
expression of MCPIP1 has influence on the progression of adipogenesis only if it is
induced before the induction of adipogenesis.

In order to discover the mechanism of interaction between MCPIP1 and C/ebpf} and
Ppary we studied influence of MCPIP1 devoid of PIN domain on the differentiation
process. We found that MCPIP1 with such modification has no influence on C/ebpf level.
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Ppary level remained the same, though, which suggests a different regulatory mechanism.
Our further study examined the mechanism of MCPIP1 impact on C/ebpf level. We
established that MCPIP1 does not influence transcription rate of C/ebpp since it does not
affect activation of C/ebpf transcription-driving factor (Creb), nor does it influence
Creb/DNA binding.

However, we found that in HepG2 cells MCPIP1 shortens C/EBPB mRNA half-life to 1.2h
from 2h. Using a set of genetic constructs we proved that MCPIP1 lowers the quantity of
reporter protein encoded by transcript bound with 3'UTR of C/EBP transcript. This effect
disappears when MCPIP1 is devoid of PIN domain. Using the gathered data we claim that
MCPIP1 directly downregulates mRNA of C/ebpp.

The other aspect of the dissertation was to establish MCPIP1 mRNA levels in
subcutaneous fat tissue of mice and men. Comparing obese and non-obese subjects we
showed that MCPIP1 mRNA level in fat tissue specimens of the obese ones is higher than
in non-obese ones. The probable explanation of this fact is a presence of inflammation
process in fat tissue of obese subjects. A supportive evidence is that Mcpipl mRNA level
in fat tissue of obese mouse (db/db model) correlates with mRNA level of macrophage
marker protein Cd14. Furthermore, Mcpipl mRNA level increases when pro-inflammatory
cytokine IL-1f is administred to 3T3-L1 peradipocytes or adipocytes. It is interesting to
note, however, that the increased mRNA level translates into higher protein expression
only in preadipocytes and not in mature adipocytes.

The results presented in the dissertation allow us to stipulate that inflammation
observed in fat tissue of obese subjects might increase the MCPIP1 levels in adipocyte
precursor cells. As a result, interruption of adipogenesis might occur in fat tissue, which
leads to the accumulation of triglycerides in cells of other organs. This promotes the
development of insulin resistance, type 2 diabetes as well as cardiovascular diseases.
Therefore, it might be interesting to consider preadipocyte MCPIP1 level modulation as an

approach to alleviate negative health effects of obesity.
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