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				Rola białka MCPIP1 w metabolizmie lipidów, utrzymaniu homeostazy wątroby oraz rozwoju niealkoholowej stłuszczeniowej choroby wątroby

			

		

		
			
				Streszczenie

				Niealkoholową stłuszczeniową chorobę wątroby (ang. Non-alcoholic fatty liver disease; NAFLD) charakteryzuje nadmierne gromadzenie się tłuszczu w obrębie hepatocytów. U 25% pacjentów NAFLD ulega progresji do niealkoholowego stłuszczeniowego zapalenia wątroby charakteryzującego się rozwojem stanu zapalnego i zwłóknieniem tego narządu. Obecnie szacuje się, że 24% światowej populacji cierpi na NAFLD. Białko MCPIP1 (ang. Mo-nocyte chemoattractant protein-1 induced protein 1) jest RNazą, której najszerzej opisaną rolą jest zaangażowanie w kontrolę procesów zapalnych. Ponadto, MCPIP1 odgrywa rolę w meta-bolizmie lipidów, bowiem hamuje proces adipogenezy, a myszy z delecją genu kodującego to białko charakteryzują się dyslipidemią i zmniejszoną zawartością tłuszczu w organizmie. Z kolei w przypadku urazu niedokrwienno-reperfuzyjnego wątroby białko MCPIP1 chro-ni przed rozwojem stanu zapalnego oraz uszkodzeniami tego organu. Akumulacja lipidów przez hepatocyty wiąże się z obniżeniem poziomu białka MCPIP1. Ponadto, białko MCPIP1 może wpływać na proces lipogenezy za pośrednictwem białka PPARγ. W badaniach in vivo wykazano, iż obecność białka Mcpip1 zarówno w leukocytach linii mieloidalnej, jak i ko-mórkach epitelialnych wątroby jest kluczowa dla utrzymania homeostazy wątroby.

				Rozwój i progresja NAFLD

				Niealkoholowa stłuszczeniowa choroba wątroby (ang. Non-alcoholic fatty liver disease; NAFLD) to termin określający chorobę dotykającą ludzi, którzy spoży-wają niewielkie ilości alkoholu (≥20 g dziennie w przypadku kobiet, lub ≥30 g dziennie w przypadku mężczyzn), lub nie spożywają go w ogóle, co stanowi kry-terium diagnostyczne odróżniające tą chorobę od alkoholowej stłuszczeniowej choroby wątroby. Jak wskazuje nazwa choroby, główną cechą NAFLD jest nad-mierne gromadzenie się tłuszczu w obrębie hepatocytów – do diagnozy NAFLD dochodzi u pacjentów, u których do akumulacji lipidów doszło w co najmniej 5% hepatocytów. Brak charakterystycznych objawów utrudnia jednak rozpoznanie tej przypadłości [1]. W pierwszym etapie choroby, NAFLD ma postać względnie łagodnego niealkoholowego stłuszczenia wątroby (ang. Non-alcoholic fatty liver; NAFL), które rozwija się z powodu zaburzeń metabolizmu lipidów w hepato-cytach [2]. Główną przyczyną rozwoju NAFLD może być nadmierne pobieranie kwasów tłuszczowych przez hepatocyty, ale także obniżony poziom oksydacji kwasów tłuszczowych, wzmożona de novo lipogeneza lub zmniejszona synteza i wydzielanie VLDL (ang. Very low density lipoprotein) przez te komórki [2]. Cho-ciaż większość pacjentów cierpi na łagodny przebieg NAFLD, u około 25% z nich choroba ta ulega progresji do niealkoholowego stłuszczeniowego zapalenia wątroby (ang. Non-alcoholic steatohepatits; NASH) [3]. W NASH oprócz nadmier-nej akumulacji tłuszczu, występuje chroniczny stan zapalny, przejawiający się podwyższonym poziomem cytokin oraz infiltracją makrofagów. Zachodzi także reorganizacja macierzy wewnątrzkomórkowej, co prowadzi do rozwoju zwłók-nienia wątroby. Ciągła progresja tej choroby, może ostatecznie doprowadzić do nieodwracalnego uszkodzenia wątroby – w tym marskości tego narządu, a na-wet raka wątrobowokomórkowego (Ryc. 1) [4].

				Epidemiologia NAFLD

				NAFLD może występować zarówno u osób szczupłych jak i otyłych, jednak z badań wynika, że otyłość, cukrzyca typu 2 i dyslipidemia to częste czynniki ryzyka związane z występowaniem NAFLD [4]. Ocenia się, że u około 75% osób cierpiących na otyłość, można również zdiagnozować stłuszczenie wątroby [5]. Przypadłość ta może rozwinąć się także pod wpływem zażywania niektórych leków (np. tamoxifen wpływa hamująco na β-oksydację w mitochondriach), in-terwencji chirurgicznych, żywienia pozajelitowego lub infekcji wirusowych (za-każenie wirusem zapalenia wątroby typu C) [6]. Według Światowej Organizacji Zdrowia w 2016 roku ponad 1,9 miliarda dorosłych charakteryzowała nadwaga (BMI 25–29,9 kg/m2), z czego ponad 650 mln osób rozwinęło otyłość (BMI ≥ 
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				30 kg/m2) [7]. Wiadomo także, że częstotliwość występo-wania otyłości na świecie zwiększyła się prawie trzykrotnie w latach 1975–2016, co wpływa również na zwiększony od-setek pacjentów cierpiących na NAFLD. Jak opisał Loomis i wsp., ryzyko wystąpienia NAFLD wzrasta liniowo wraz ze wzrostem BMI (ang. Body mass index), który jest klasycz-nym wskaźnikiem oceny stopnia otyłości [8]. Według wy-ników tych badań, ryzyko rozwinięcia NAFLD jest od 4,1 do 14-krotnie wyższe u pacjentów z BMI przekraczającym normę [8].

				Obecnie szacuje się, że 24% światowej populacji cierpi na NAFLD, jednak nie jest to dokładna estymacja, bowiem stosowane metody diagnostyczne są niedokładne [9]. Nie-inwazyjnym sposobem diagnozy NAFLD jest badanie ultra-sonograficzne, które jednak często nie wykrywa wczesnych etapów stłuszczenia wątroby. Kolejnym takim sposobem jest analiza aktywności enzymów ALT (ang. Alanine ami-notransferase) i AST (ang. Aspartate aminotransferase), jednak również ona nie odzwierciedla rzeczywistej częstości wy-stępowania NAFLD. Aktywności ALT i AST mieszczą się w normie w 50–80% przypadków NAFLD, nie zawsze jest są więc podwyższone [10]. Tak zwanym „złotym standar-dem” w diagnostyce NAFLD, jest analiza fragmentu wą-troby pobranego poprzez biopsję. Okazuje się jednak, że analiza histopatologiczna stosunkowo małego fragmentu wątroby nie zawsze prowadzi do prawidłowej diagnozy [1]. Niemniej jednak, opierając się na przeprowadzonych diagnozach, Younossi i wsp. opublikowali dane wykazują-ce częstość występowania NAFLD w różnych miejscach na świecie. Według tego artykułu, największy odsetek pacjen-tów cierpiących na NAFLD odnotowano w Ameryce Połu-dniowej (31%) i na Bliskim Wschodzie (32%), a następnie w Azji (27%), Stanach Zjednoczonych (24%), Europie (23%) i Afryce (14%). Łącznie, na całym świecie ponad miliard ludzi jest dotkniętych tą chorobą [9,11]. Według analizy przeprowadzonej w 2012 roku, 78% otyłych osób w Polsce rozwija NAFLD [12]. Obecnie szacuje się, że około 26,2% polskiej populacji, czyli około 8 milionów ludzi cierpi na tę chorobę [13].

				Molekularne mechanizmy rozwoju NAFLD

				Nieprawidłowe nawyki żywieniowe oraz czynniki ge-netyczne i środowiskowe mogą prowadzić do rozwoju 

			

		

		
			
				oporności na insulinę, otyłości oraz zaburzeń składu mi-krobiomu jelitowego. Wszystkie te czynniki występujące równolegle indukują rozwój NAFLD [14]. Skutkiem insu-linooporności jest zwiększony poziom lipogenezy de novo w hepatocytach, zaburzone wydzielanie adipokin i cytokin przez tkankę tłuszczową oraz jej nadmierna lipoliza, co z kolei zwiększa dostępność kwasów tłuszczowych dla ko-mórek wątroby [15]. W patogenezie NAFLD rolę odgry-wają także bakterie jelitowe, poprzez wzmożoną produkcję kwasów tłuszczowych, zwiększenie przepuszczalności jelit oraz uwalnianie cytokin prozapalnych [16]. Duża zawartość kwasów tłuszczowych oraz ich metabolitów w hepatocy-tach działa na komórki lipotoksycznie, skutkując dysfunk-cją mitochondriów, produkcją reaktywnych form tlenu oraz stresem siateczki śródplazmatycznej, co w konsekwencji ak-tywuje procesy prozapalne [17]. U osób cierpiących na NA-FLD procesy takie jak pobieranie kwasów tłuszczowych, lipogeneza, oksydacja kwasów tłuszczowych i wydzielanie VLDL są zaburzone, co skutkuje nadmierną akumulacją trójglicerydów w hepatocytach [5] (Ryc. 2).

				Podobnie jak w przypadku innych chorób metabolicz-nych, szlaki molekularne regulujące rozwój i progresję NA-FLD są bardzo złożone. Pomimo dość dobrej znajomości procesów metabolizmu lipidów, wciąż potrzebne jest po-zyskanie bardziej szczegółowej wiedzy dotyczącej moleku-

			

		

		
			[image: ]
		

		
			[image: ]
		

		
			
				Rycina 1. Schemat ilustrujący progresję NAFLD. Zaprojektowano przy użyciu BioRender.

			

		

		
			
				Rycina 2. Schemat ilustrujący molekularne mechanizmy wzmożonej akumula-cji lipidów przez hepatocyty. Zaprojektowano przy użyciu BioRender i Servier Medical Art.
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				larnych mechanizmów odpowiadających za rozwój NAFL i progresję do NASH.

				Terapie NAFLD

				Fenotyp chorobowy w przypadku NAFLD można od-wrócić poprzez modyfikację stylu życia, a co za tym idzie, utratę masy ciała. Badania wykazały, ze utrata nawet 7–10% wagi skutkuje remisją choroby u 70% pacjentów [18]. Na-tomiast utrata ≥10% masy ciała skutkuje regresją zwłók-nienia u 45% pacjentów i wycofaniem stłuszczenia u 100% badanych osób [19]. Aby zmniejszyć masę ciała, polecane jest stosowanie diet niskokalorycznych, takich jak np. dieta śródziemnomorska zalecana według wytycznych EASL – EASD – EASO (ang. European Association for the Study of the Liver, European Association for the Study of Diabetes, European Association for the Study of Obesity) [20]. W celu utraty masy ciała, pacjentom zaleca się także aktywność fizyczną – jak wykazano regularne ćwiczenia wpływają na zmniejszenie poziomu stłuszczenia wątroby, oraz obniżają ryzyko pro-gresji NAFL do NASH [21]. W terapii NAFLD zaleca się tak-że przepisywanie leków zmniejszających insulinooporność i hiperlipidemię [22]. Co ważne, jak dotąd nie dopuszczono do sprzedaży żadnego leku, który byłby specyficznie sto-sowany w celu leczenia NAFLD, a obecna farmakoterapia tej choroby bazuje na lekach normujących ogólnoustrojowy metabolizm lipidów i węglowodanów [1]. Pomimo to, ist-nieje kilka obiecujących leków, nad których zastosowaniem w terapii NAFLD obecnie prowadzone są badania kliniczne [23]. W trzeciej fazie badań klinicznych znajdują się: związki blokujące receptory chemokin CCR2 (ang. C-C Motif Chemo-kine Receptor 2) i CCR5 (ang. C-C Motif Chemokine Receptor 5) (Cenicriviroc), co zapobiega infiltracji monocytów i makro-fagów, a także aktywacji komórek gwiaździstych wątroby [24]; agoniści białek PPARα/δ (ang. Peroxisome proliferator--activated receptor) (Elafibranor) i PPARγ (Pioglitazone), któ-re wpływają na regulację ekspresji genów związanych z me-tabolizmem lipidów [25,26]; agonista białka FXR (ang. Far-nesoid X receptor) (kwas obetycholowy), który reguluje meta-bolizm lipidów, działa antyzapalnie, i zapobiega rozwojowi zwłóknienia [27]; oraz analog hormonu jelitowego GLP-1 (ang. Glucagon-like peptide-1) (Liraglutide), który wpływa na zahamowanie apetytu, obniżenie poziomu glukozy we krwi oraz unormowanie procesów transportu lipidów, oksydacji kwasów tłuszczowych i lipogenezy w hepatocytach [28].

				Eksperymentalne modele NAFLD

				Aby zbadać molekularne mechanizmy leżące u podstaw rozwoju stłuszczenia wątroby, wykorzystuje się modele in vitro oraz in vivo. W modelach in vitro stosuje się unieśmier-telnione linie komórek wątroby, trójwymiarowe hodowle komórkowe lub kokultury hepatocytów i adipocytów [29]. Komórki te inkubowane są z kwasem oleinowym lub pal-mitynowym, w celu wywołania w nich akumulacji lipidów [30]. W warunkach fizjologicznych, z tych właśnie kwasów tłuszczowych syntetyzowane są trójglicerydy w wątrobach zarówno pacjentów z NAFLD, jak i osób zdrowych [31]. Jednakże, aby odzwierciedlić złożoność procesów zacho-dzących w obrębie organizmu w rozwoju NAFLD, stosuje się modele zwierzęce tej choroby. U myszy rozwój NAFLD może być indukowany modyfikacją genetyczną lub odpo-

			

		

		
			
				wiednio dobraną dietą. Wśród powszechnie stosowanych modeli genetycznych NAFLD wyróżniamy myszy ob/ob, mutacją w obrębie genu kodującego leptynę, db/db muta-cją w obrębie genu kodującego leptynę, Ldlr-/- posiadające delecję genu kodującego receptor dla LDL (ang. low-density lipoprotein) oraz myszy Apoe-/- z delecją genu kodującego apolipoproteinę E [32]. Myszy posiadające powyżej opisane mutacje rozwijają cechy charakterystyczne dla ludzkiego zespołu metabolicznego, jednakże ze względu na to, że fe-notyp ten jest wywołany mutacjami rzadko występującymi u ludzi, możliwości zbadania etiologii otyłości, oporności na insulinę i stłuszczenia wątroby są w modelach genetycz-nych ograniczone [33]. Bardziej odpowiednim podejściem, odpowiadającym fizjologicznemu rozwojowi NAFLD u lu-dzi, wydaje się być zastosowanie odpowiednio dobranych pasz. W celu wywołania stłuszczenia wątroby odpowiada-jącego NAFL stosuje się np. paszę wysokotłuszczową (ang. High-fat diet; HFD), a w celu wywołania fenotypu odpowia-dającego NASH można zastosować paszę pozbawioną cho-liny i metioniny (ang. Metionine choline-deficient diet; MCD) [34]. Myszy karmione paszą wysokotłuszczową rozwijają stłuszczenie wątroby, otyłość i oporność na insulinę [33], lecz tylko w niewielkim stopniu stan zapalny oraz zwłók-nienie po pięćdziesięciu tygodniach stosowania tej diety [35]. Z kolei myszy karmione paszą MCD nie rozwijają otyłości, natomiast brak choliny w diecie powoduje zaha-mowanie wydzielania cząsteczek VLDL z hepatocytów, co powoduje rozwój stłuszczenia, stresu oksydacyjnego, apop-tozy hepatocytów, stanu zapalnego i zwłóknienia wątroby [33]. Jednakże, w tym modelu myszy tracą masę i rozwijają kacheksję, przy jednoczesnym braku oporności na insulinę, a poziom glukozy, leptyny i trójglicerydów w osoczu utrzy-muje się na niskim poziomie [33]. W modelu tym myszy nie rozwijają więc cech zespołu metabolicznego towarzyszące-go rozwojowi NASH u ludzi, co stanowi jego największą wadę [32].

				Białko MCPIP1

				Charakterystyka ogólna

				Białko MCPIP1 (ang. Monocyte chemoattractant protein-1 induced protein 1), zwane również Regnazą-1, jest kodowane przez gen ZC3H12A liczący 9860 par zasad, który znajduje się w obrębie chromosomu 1. Ekspresja genu ZC3H12A jest zróżnicowana, zarówno w tkankach ludzkich jak i mysich. W ludzkich komórkach najwyższy poziom mRNA ZC3H12A zaobserwowano w leukocytach. Ponadto, gen ten ulega eks-presji także w sercu, śledzionie, wątrobie, łożysku, i płucach [36]. Natomiast w tkankach mysich mRNA Zc3h12a wykry-to w grasicy, płucach, jelitach i śledzionie [37]. MCPIP1 jest rybonukleazą zbudowaną z 599 aminokwasów, a jego masa cząsteczkowa wynosi 66 kDa [38]. Białko MCPIP1 należy do rodziny białek MCPIP, w skład której wchodzą także białka MCPIP2, MCPIP3 i MCPIP4 [39]. Dla tych białek charaktery-styczne jest występowanie domeny palca cynkowego typu CCCH, która służy wiązaniu białek do RNA, oraz domeny PIN (ang. PilT N-Terminus), związanej z rybonukleolityczną aktywnością [36,39,40].
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				Funkcje białka MCPIP1

				Substratami dla MCPIP1 są mRNA, pre-miRNA oraz wirusowe RNA [40-42] (Ryc. 3). Białka z motywem palca cynkowego typu CCCH np. TTP (ang. Tristetraproline) zwy-kle rozpoznają elementy cis-regulatorowe w obrębie 3’UTR (ang. Untranslated region) transkryptów, takie jak sekwen-cje ARE (ang. AU-rich elements) [43]. W przeciwieństwie do tych białek, MCPIP1 rozpoznaje struktury typu “spinki do włosów” w obrębie 3’UTR RNA [44]. Ponadto wykazano, że w obrębie tych sekwencji MCPIP1 rozpoznaje trójnu-kleotydowy motyw: pirymidyna-puryna-pirymidyna (pre-ferencyjnie UAU lub UGU) [44], jednakże obecność tego motywu nie jest niezbędna do rozpoznania mRNA przez MCPIP1, bowiem część transkryptów regulowanych przez MCPIP1, takich jak BCL2L1 (ang. BCL2 like 1) i BIRC3 (ang. Baculoviral inhibitor of apoptosis repeat containing 3) nie posi-ada takiego motywu [45]. Co ciekawe, w przypadku trans-kryptów białek Tet1 (ang. Ten-eleven translocation), Tet2, i Tet3 degradacja przez MCPIP1 nie jest zależna od regionu 3’UTR, lecz od regionu znajdującego się w obrębie sekwen-cji kodującej [46]. Wilamowski i wsp. opisali natomiast, że w przypadku transkryptu IL-6 (ang. Interleukin 6), MCPIP1 najpierw tnie pętle w obrębie struktury typu „spinka do włosów”, a następnie degraduje powstałe jednoniciowe RNA, aż do osiągnięcia przez nie długości 6 nukleotydów [47]. MCPIP1 lokalizuje się w siateczce śródplazmatycz-nej i/lub cytoplazmie, wiąże się z rybosomem i degraduje translacyjnie aktywne mRNA. Nie inicjacja, lecz terminacja translacji jest wymagana do rozpoczęcia degradacji mRNA przez MCPIP1. Kluczową sekwencją w tym procesie jest re-gion terminacji translacji, który stanowi 20 par zasad mię-dzy kodonem STOP, a rozpoznawaną przez MCPIP1 pętlą w obrębie 3’UTR. Ponadto, niezbędne dla tego procesu jest związanie przez białko MCPIP1 helikazy UPF-1 (ang. Regu-lator of nonsense transcripts), co stymuluje jego enzymatyczną aktywność [44].

				miRNA to jednoniciowe cząsteczki kwasu nukleinowe-go, o długości około 22 nukleotydów, których funkcjonowa-nie również jest regulowane przez białko MCPIP1. Prekur-sorowe cząsteczki mi-RNA (pre-miRNA) posiadają w swo-

			

		

		
			
				jej strukturze pętlę, przypominającą strukturę typu „spinki do włosów”. Białko MCPIP1 poprzez cięcie nukleolityczne w obrębie sekwencji umieszczonej w pętli terminalnej pre--miRNA, hamuje biogenezę miRNA. W tym procesie białko MCPIP1 działa antagonistycznie w stosunku do białka Di-cer, odgrywającego ważną rolę w dojrzewaniu tych cząste-czek [41].

				MCPIP1 bierze także udział w deubikwitynacji białek. Przez długi czas sądzono, że MCPIP1 posiada właściwości deubikwitynazy [37], lecz obecnie wiadomo, że udział tego białka w procesie deubikwitynacji zachodzi wskutek jego interakcji z deubikwitynazą USP10 (ang. Ubiquitin specific peptidase). Kompleks białkowy MCPIP1-USP10-TANK (ang. TRAF family member-associated NFκB activator) prowadzi do deubikwitynacji białka TRAF6 (ang. Tumor necrosis factor re-ceptor–associated factor), skutkując zahamowaniem aktywacji białka NFκB (ang. Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) [48].

				Rola białka MCPIP1 w stanie zapalnym

				Najszerzej opisaną rolą białka MCPIP1 jest jego zaan-gażowanie w kontrolę procesów zapalnych, głównie ze względu na degradację transkryptów cytokin prozapal-nych. W pierwszych pracach na ten temat, które ukazały się równolegle w 2009, wykazano, że substratami dla biał-ka MCPIP1 są transkrypty IL-6, IL-12p40 (ang. Interleukin 12p40) oraz IL-1β (ang. Interleukin 1β) [36,40]. Doświadcze-nia prowadzone z użyciem limfocytów T wykazały, że biał-ko MCPIP1 degraduje także transkrypty IL-2 (ang. Interleu-kin 2), Ox40 (ang. Tumor necrosis factor receptor superfamily member) i c-Rel (ang. Protooncogene c-REL), które odgrywają rolę w aktywacji i proliferacji limfocytów T [49,50]. Również różnicowanie limfocytów Th17 regulowane jest poprzez de-gradację transkryptów Iκbζ (ang. NF-kappa-B inhibitor zeta), Iκbns (ang. Inducible nuclear inhibitor κB) oraz Irf4 (ang. Inter-feron regulatory factor 4) przez białko MCPIP1 [51]. MCPIP1 odgrywa więc w rolę w zapobieganiu nadmiernej aktywa-cji limfocytów T. Ponadto, MCPIP1 degraduje mRNA IL-8 (ang. Interleukin 8), co może odgrywać rolę w zahamowaniu zależnej od IL-8 chemotaksji neutrofili do miejsca uszkodze-nia [52]. MCPIP1 zaburza także przekaz sygnału zależny od IL-17 (ang. Interleukin 17), poprzez degradację transkryptów IL-17RA (ang. Interleukin 17 Receptor A) i IL-17RC (ang. Inter-leukin 17 Receptor C), które są receptorami tej cytokiny [53]. Kolejnym dowodem na przeciwzapalną aktywność białka MCPIP1, jest zachodząca pod wpływem IL-4 (ang. Interleu-kin 4), zależna od białka MCPIP1 polaryzacja makrofagów do antyzapalnego fenotypu alternatywnie aktywowanego (M2), poprzez hamowanie biogenezy cząsteczek miR-125 i miR-155, związanych z polaryzacją makrofagów do feno-typu aktywowanego klasycznie (M1) [54]. Skalniak i wsp. opisali mechanizm sprzężenia zwrotnego, który zachodzi między białkiem MCPIP1 a NFκB. Pod wpływem stymu-lacji komórek IL-1β dochodzi do aktywacji białka NFκB, co wpływa na wzrost ekspresji genu ZC3H12A i syntezy białka MCPIP1, które z kolei hamuje aktywację NFκB i degraduje swój własny transkrypt [55].

				W celu określenia roli Mcpip1 w odpowiedzi immuno-logicznej in vivo uzyskano myszy z delecją genu Zc3h12a 
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				Rycina 3. Schemat ilustrujący rodzaje RNA degradowanego przez białko MCPIP1. Zaprojektowano przy użyciu BioRender.
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				we wszystkich tkankach. Analiza 8-tygodniowych zwierząt wykazała zaburzenia wzrostu oraz rozwoju narządów lim-fatycznych: grasicy, węzłów chłonnych oraz śledziony. Pod-wyższony poziom immunoglobulin we krwi oraz w skórze, płucach, aorcie i śledzionie, a także infiltracja limfocytów B i makrofagów do płuc, trzustki, przewodu żółciowego, a neutrofili i makrofagów w okolice triady wątrobowej, świadczyły o rozwoju przez te myszy ogólnoustrojowego stanu zapalnego. Również poziom cytokin prozapalnych był podwyższony zarówno w osoczu, jak i w śledzionie my-szy Zc3h12a-/-. W wyniku tych zaburzeń, doszło do śmierci 90% badanych zwierząt w ciągu 12 tygodni od urodzenia [40,56]. Ponadto, u myszy z delecją genu Zc3h12a podanie lipopolisacharydu poskutkowało szokiem septycznym, w wyniku którego w ciągu 72 godzin od stymulacji doszło do śmierci wszystkich 2-miesięcznych myszy Zc3h12a-/-, wywołanej najprawdopodobniej zespołem ostrej niewy-dolności oddechowej [57]. Powyższe badania wykazały, że obecność białka MCPIP1 zapobiega rozwojowi poważnych zaburzeń immunologicznych. Tak więc badania in vivo roli białka MCPIP1 są utrudnione z powodu licznych zaburzeń i wysokiej śmiertelności myszy Zc3h12a-/- po 3 miesiącach od urodzenia. Z tego powodu w badaniach procesów fizjo-logicznych i patologicznych obecnie stosowane są myszy posiadające delecję Zc3h12a tylko w określonym typie ko-mórek, np. w limfocytach T, komórkach linii mieloidalnej, komórkach śródbłonka, komórkach epitelialnych wątroby czy keratynocytach.

				Rola białka MCPIP1 w metabolizmie lipidów

				Pierwsze doniesienia dotyczące roli białka Mcpip1 w me-tabolizmie lipidów, pochodzą z pracy opublikowanej przez Lipert i wsp. gdzie wykazano, że poziom białka Mcpip1 jest istotnie obniżony w pierwszym dniu różnicowania mysich embrionalnych fibroblastów linii 3T3-L1 do adipocytów, a następnie wzrasta [58]. W celu zbadania roli RNazy Mcpip1 w tym procesie, wykonano nadekspresję tego białka i wy-kazano, że degraduje ono transkrypt białka C/ebpβ (ang. CCAAT/enhancer-binding protein β), które jest induktorem procesu adipogenezy, a poprzez to hamuje różnicowanie komórek 3T3-L1 do adipocytów [58,59]. Spadek poziomu Mcpip1 w pierwszym dniu różnicowania pozwala więc na wzrost ilości białka C/ebpβ i prawidłowy przebieg procesu adipogenezy [58]. W kolejnych latach, rola białka Mcpip1 w procesie adipogenezy została bardziej szczegółowo zba-dana. Wykazano, że Mcpip1 hamuje biogenezę miRNA związanych z procesem adipogenezy, a także wpływa ha-mująco na poziom białka Glut4 (ang. Glucose transporter 4), a w konsekwencji pobieranie glukozy przez adipocyty [60,61]. Ponadto, nadekspresja Mcpip1 obniża aktywację szlaku insulinowego w tych komórkach [61]. Znaczenie białka Mcpip1 zostało także zbadane w tkance tłuszczowej pobranej z myszy oraz od pacjentów. Wykazano, że poziom białka MCPIP1 jest znacząco obniżony w trzewnej tkance tłuszczowej myszy karmionych paszą wysokotłuszczową przez 12 tygodniu w porównaniu do myszy karmionych pasza kontrolną [62]. Z kolei u pacjentów, poziom MCPIP1 w podskórnej tkance tłuszczowej spada wraz ze wzrostem wartości BMI [61].

			

		

		
			
				W badaniach in vitro, prowadzonych przez Da i wsp. wykazano, że poziom MCPIP1 wzrasta w komórkach śród-błonka linii HUVEC (ang. Human umbilical vein endothelial cells) inkubowanych z roztworem cholesterolu. Wiąże się to ze zwiększoną produkcją reaktywnych form tlenu, co daje rezultat w postaci uszkodzeń DNA [63]. Również w komórkach mięśni gładkich naczyń krwionośnych, po-ziom MCPIP1 jest zwiększony pod wpływem stymulacji roztworem cholesterolu, co wpływa na indukcję odróżni-cowywania tych komórek, a także ich proliferację i migra-cję, czyli procesy istotne w rozwoju miażdżycy [64]. Na-tomiast w eksperymentach in vivo wykazano, że myszy z delecją genu kodującego receptor LDL, którym przeszcze-piono szpik kostny od myszy pozbawionych ekspresji genu Zc3h12a, spożywające paszę o wysokiej zawartości tłuszczu oraz cholesterolu, charakteryzują się obniżonym poziomem cholesterolu w osoczu oraz mniejszymi zmianami miażdży-cowymi, niż myszy kontrolne [65].

				Kolejne badania in vivo w tej tematyce prowadzono z wy-korzystaniem myszy z całkowitą delecją genu kodującego Mcpip1. W osoczu 6-tygodniowych myszy zaobserwowano obniżony poziom frakcji HDL (ang. high-density lipoprotein) cholesterolu oraz trójglicerydów, a zarazem podwyższony poziom frakcji LDL. Dyslipidemii w tym modelu towa-rzyszył spadek masy ciała i tkanki tłuszczowej, który był efektem zwiększenia tempa metabolizmu trójglicerydów w osoczu, zachodzącego na skutek wzrostu poziomu lipazy lipoproteinowej. Ponadto, u tych myszy poziom trójglice-rydów w wątrobie był obniżony, w porównaniu do myszy kontrolnych [66].

				Rola białka MCPIP1 w akumulacji lipidów przez hepatocyty

				Aby zbadać rolę białka MCPIP1 w metabolizmie lipidów w komórkach wątroby, ludzką linię komórkową HepG2 oraz pierwotne mysie hepatocyty stymulowano oleinianem sodu. Zaobserwowano, że w początkowym etapie poziom MCPIP1 pod wpływem stymulacji kwasem tłuszczowym 
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				Rycina 4. Schemat ilustrujący mechanizm regulacji poziomu i aktywności białka PPARγ przez białko MCPIP1. Zaprojektowano przy użyciu BioRender i Servier Medical Art.
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				wzrasta względem komórek kontrolnych (po 24h stymula-cji), a następnie obniża się po dłuższej, 9-dniowej inkubacji. W celu potwierdzenia wyników otrzymanych w modelu in vitro, w badaniach wykorzystano mysi model NAFLD indukowany spożyciem paszy wysokotłuszczowej, który odzwierciedla rozwój tej choroby u ludzi. Wykazano, że począwszy od czwartego tygodnia trwania doświadczenia dochodzi do obniżenia poziomu białka Mcpip1 w hepato-cytach myszy karmionych paszą HFD, w porównaniu do myszy karmionych paszą kontrolną. Ponadto, nadekspre-sja genu kodującego białko MCPIP1 w komórkach HepG2 skutkuje wzrostem aktywności i poziomu białka PPARγ, ważnego induktora lipogenezy w wątrobie, a regulacja ta zachodzi za pośrednictwem białek TXNIP (ang. Thioredoxin interacting protein) i PGC1-α (ang. Peroxisome proliferator-acti-vated receptor gamma coactivator 1-alpha) [62] (Ryc. 4).

				Rola białka MCPIP1 w fizjologii wątroby

				Pierwsze doniesienia dotyczące ekspresji genu ZC3H12A w wątrobie pochodzą z 2009 r. [36]. Rok później wykaza-no, że ekspresja Zc3h12a wzrasta pod wpływem stymula-cji mysich pierwotnych hepatocytów za pomocą IL-17 [67]. Następnie u myszy z całkowitą delecją genu kodującego Mcpip1 wykryto infiltrację neutrofili i makrofagów do wątroby [56]. Poziom Mcpip1 stopniowo spada w mysich wątrobach w ciągu 24 godzin od wystąpienia urazu niedo-krwienno-reperfuzyjnego. Aby zbadać rolę Mcpip1 w tym procesie, po raz pierwszy stworzono mysi model z delecją genu Zc3h12a w komórkach wątroby uzyskaną za pomocą systemu Cre-lox oraz model z nadekspresją białka Mcpip1 w hepatocytach. Następnie, u myszy tych wywoływano uraz niedokrwienno-reperfuzyjny wątroby. W ten sposób wykazano, że białko Mcpip1, za pośrednictwem białka Hif-1α (ang. Hypoxia-inducible factor 1-alpha) ma wpływ na zmniejszenie uszkodzeń wątroby, redukcję stanu zapalne-go, zapobieganie apoptozie komórek oraz indukcję regene-racji wątroby po urazie niedokrwienno-reperfuzyjnym [68]. W dwóch kolejnych publikacjach opisano, że nadekspresja Mcpip1 w wątrobach myszy, którym podawano lipopoli-sacharyd, chroniła przed rozwojem stanu zapalnego oraz uszkodzeniami tego organu [69,70]. W badaniach prze-prowadzonych przez Xiaoming i wsp. z kolei wyciszono ekspresję genu Zc3h12a w makrofagach, które następnie zostały podane myszom u których wywołano uraz niedo-krwienno-reperfuzyjny wątroby. Makrofagi pozbawione białka Mcpip1 wykazywały preferencyjną polaryzację do prozapalnego fenotypu M1, co skutkowało poważniejszymi uszkodzeniami wątroby po urazie niedokrwienno-reperfu-zyjnym [71].

				Wpływ delecji białka MCPIP1 w komórkach mieloidalnych lub epitelialnych wątroby na homeostazę wątroby i rozwój NAFLD

				Aby sprawdzić jak usunięcie białka Mcpip1 wpływa na homeostazę wątroby in vivo oraz rozwój NAFLD wyko-rzystano mysie modele. Pierwszy z nich to myszy z delecją genu kodującego Mcpip1 w leukocytach linii mieloidalnej, u których gen kodujący rekombinazę Cre został umiesz-czony pod kontrolą promotora lizozymu. Promotor ten aktywny jest w monocytach, makrofagach i neutrofilach, 

			

		

		
			
				co wskazuje na to, że delecja genu zachodzi we wszystkich wymienionych typach komórek. Najbardziej intensyw-nymi zmianami obserwowanymi w wątrobie tych myszy był przerost cholangiocytów, intensywny naciek zapalny, miejscowe zwłóknienie oraz martwica pojedynczych he-patocytów. Natomiast gdy myszy te karmione były paszą wysokotłuszczową przez 12 tygodni, co zaskakujące, nie rozwinęły stłuszczenia wątroby. Brak rozwoju stłuszczenia wątroby przez te myszy był najprawdopodobniej skutkiem zmniejszonego poboru kwasów tłuszczowych do komórek wątroby oraz obniżonego poziomu lipogenezy [72] (Ryc. 5).

				Kolejne badania prowadzone z wykorzystaniem myszy posiadających delecję białka Mcpip1 w komórkach epitelial-nych wątroby – hepatocytach i cholangiocytach – pozwoliły na odkrycie, że białko Mcpip1 pełni istotną rolę w rozwoju chorób autoimmunologicznych wątroby. Myszy te rozwi-nęły cechy pierwotnego zapalenia dróg żółciowych (PBC, ang. Primary biliary cholangitis), takie jak podwyższony po-ziom alkalicznej fosfatazy, kwasów żółciowych, przeciwciał klasy IgG i IgM, oraz przeciwciał antyjądrowych (ANA, ang. Antinuclear antibodies) i antymitochondrialnych (AMA, ang. Antimitochondrial antibodies) w osoczu [73]. Ponadto, w wątrobach tych myszy zaobserwowano nadmierną prolife-rację komórek epitelialnych dróg żółciowych, naciek komó-rek układu immunologicznego oraz masywne zwłóknienie, co ostatecznie prowadziło do uszkodzenia nabłonka dróg żółciowych, niedrożności światła tych przewodów oraz ich destrukcji, a także do rozwoju cholestazy i ziarninia-ków [73]. Natomiast w przypadku spożycia paszy wysoko-tłuszczowej przez 12 tygodni, poziom akumulacji lipidów w wątrobach tych myszy nie różnił się względem myszy kontrolnych, które również spożywały tą paszę. Uzyska-ne wyniki wskazują, że brak białka Mcpip1 w komórkach epitelialnych wątroby nie odgrywa istotnej roli w rozwoju NAFLD [72] (Ryc. 5).
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				Rycina 5. Schemat ilustrujący fenotyp myszy z delecją genu Zc3h12a w leuko-cytach linii mieloidalnej lub komórkach epitelialnych wątroby. Myszy kontrolne oraz myszy z delecją genu Zc3h12a w komórkach epitelialnych wątroby rozwinę-ły stłuszczenie wątroby po 12 tygodniach podawania paszy wysokotłuszczowej. Takich zmian nie obserwowano u myszy LysMCreMcpip1fl/fl, które cechowały się ogólnoustrojowym stanem zapalnym. Zaprojektowano przy użyciu BioRender.
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				Podsumowanie

				Dotychczasowe wyniki wykazują, że akumulacja lipidów zarówno przez adipocyty, jak i hepatocyty, jest związana ze spadkiem poziomu białka MCPIP1, jednakże mechanizm za to odpowiadający z pewnością wymaga dalszych badań. W badaniach in vivo, myszy z delecją białka Mcpip1 w ko-mórkach mieloidalnych nie rozwijają NAFLD, pomimo spo-życia paszy wysokotłuszczowej, co może być konsekwen-cją zaburzeń absorpcji lipidów w jelitach. Z kolei myszy z delecją białka Mcpip1 w komórkach epitelialnych wątroby rozwijają cechy pierwotnego zapalenia dróg żółciowych. Obserwacje te wskazują, że obecność białka Mcpip1 zarów-no w leukocytach linii mieloidalnej, jak i komórkach epite-lialnych wątroby jest kluczowa dla utrzymania homeostazy wątroby.
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				Abstract

				Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is characterized by excessive accumulation of lipids in hepatocytes. Among NAFLD patients, in 25% of them this disease progress to nonalcoholic steatohepatitis, which is characterized additionally by the development of inflammation and fibrosis of liver. Currently, it is estimated that 24% of the world’s population suffers from NAFLD. MCPIP1 protein is an RNase described as a negative regulator of inflammation. Also, MCPIP1 plays a role in lipid metabolism because it inhibits the process of adipogenesis and mice with a deletion of Zc3h12a gene are characterized by dyslipidemia and reduced body fat content. In the case of ischemia-reperfusion injury in liver, MCPIP1 is protective against the inflammation and damage of this organ. Lipid accumulation by hepatocytes is associated with a decrease of Mcpip1 level. In addition, MCPIP1 may influence the PPARγ-mediated lipogenesis process. Presence of Mcpip1 in both myeloid leukocytes and liver epithelial cells is crucial for the maintenance of liver homeostasis.
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STRESZCZENIE

iealkoholowy stluszczeniowa chorobe watroby (ang. Non-alcololic fatty liver disease;
NAFLD) charakteryzuje nadmierne gromadzenie sie thiszczu w obrebie hepatocytéw.
U 25% pacjentéw NAFLD ulega progresi do niealkoholowego stluszczeniowego zapalenia
watroby charakteryzujacego sie rozwojem stanu zapalnego i zwléknieniem tego narzadu.
Obecnie szacuje sig, ze 24% $wiatowej populacji cierpi na NAFLD. Bialko MCPIP1 (ang. Mo-
nocyte chemoattractant protein-1 induced protein 1) jest RNaza, ktérej najszerzej opisana rola
jest zaangazowanie w kontrole proceséw zapalnych. Ponadto, MCPIP1 odgrywa role w meta-
bolizmie lipidow, bowiem hamuje proces adipogenezy, a myszy z delecja genu kodujacego
to bialko charakteryzuja sie dyslipidemia i zmniejszona zawartoscia tuszczu w organizmie.
Z kolei w przypadku urazu niedokrwienno-reperfuzyjnego watroby bialko MCPIPI chro-
ni przed rozwojem stanu zapalnego oraz uszkodzeniami tego organu. Akumulacja lipidéw
przez hepatocyty wiaze sie z obnizeniem poziomu bialka MCPIPL. Ponadto, bialko MCPIPL
moze wplywac na proces lipogenezy za posrednictwem bialka PPARY. W badaniach in vivo
wykazano, iz obecnoé¢ bialka Mcpipl zaréwno w leukocytach linii mieloidalnej, jak i ko-
mérkach epitelialnych watroby jest kluczowa dla utrzymania homeostazy watroby.

ROZWO]J I PROGRESJA NAFLD

Niealkoholowa stluszczeniowa choroba watroby (ang. Non-alcoiolic fatty liver
discase; NAFLD) to termin okreslajacy chorobe dotykajaca ludzi, ktorzy spozy-
waja niewielkie ilosci alkoholu (220 g dziennie w przypadku kobiet, lub 30 g
dziennie w przypadku mezczyzn), lub nie spozywaja go w ogole, co stanowi kry-
terium diagnostyczne odrézniajace ta chorobe od alkoholowej stluszczeniowej
choroby watroby. Jak wskazuje nazwa choroby, glowna cecha NAFLD jest nad-
mierne gromadzenie sie thiszczu w obrebie hepatocytéw - do diagnozy NAFLD
dochodzi u pacjentéw, u ktérych do akumulacji lipidsw doszlo w co najmmiej 5%
hepatocytéw. Brak charakterystycznych objawoéw utrudnia jednak rozpoznanie
tej przypadiosci [1]. W pierwszym etapie choroby, NAFLD ma postac wzglednie
lagodnego niealkoholowego stluszczenia watroby (ang. Non-alcololic fatty liver;
NAFL), ktére rozwija sie z powodu zaburzeri metabolizmu lipidow w hepato-
cytach [2]. Glowna przyczyna rozwoju NAFLD mosze by¢ nadmierne pobieranie
sow thuszezowych przez hepatocyty, ale takze obnizony poziom oksydacji
6w tuszczowych, wzmozona de novo lipogeneza lub zmniejszona synteza
i wydzielanie VLDL (ang. Very low density lipoprotein) przez te komérki [2]. Cho-
ciaz wiekszosé pacjentéw cierpi na lagodny przebieg NAFLD, u okolo 25% z
nich choroba ta ulega progresji do niealkoholowego stluszczeniowego zapalenia
watroby (ang. Non-alcololic steatohepatits; NASH) [3]. W NASH oprécz nadmier-
nej akumulacji thuszezu, wystepuje chroniczny stan zapalny, przejawiajacy sie
podwyzszonym poziomen cytokin oraz infiltracja makrofagow. Zachodzi takze
reorganizacja macierzy wewnatrzkomoérkowej, co prowadzi do rozwoju zwlok-
nienia watroby. Ciagla progresja tej choroby, moze ostatecznie doprowadzi¢ do
nieodwracalnego uszkodzenia watroby - w tym marskosci tego narzadu, a na-
wet raka watrobowokomérkowego (Ryc. 1) [4].

EPIDEMIOLOGIA NAFLD

NAFLD moze wystepowaé zaréwno  0séb szezuplych jak i otylych, jednak
2z badan wynika, ze otylos¢, cukezyca typu 2 i dyslipidemia to czeste czynniki
ryzyka zwiazane z wystepowaniem NAFLD [4]. Ocenia sie, ze u okolo 75% oséb
cierpiacych na otylos¢, mozna réwniez zdiagnozowac stluszczenie watroby [5].
Przypadios¢ ta moze rozwinaé sie takze pod wplywem zazywania niektérych
lek6w (np. tamoxifen wplywa hamujaco na f-oksydacje w mitochondriach), in-
terwendji chirurgicznych, zywienia pozajelitowego lub infekdji wirusowych (za-
kazenie wirusem zapalenia watroby typu C) [6]. Wedlug Swiatowej Organizacji
Zdrowia w 2016 roku ponad 1,9 miliarda dorostych charakteryzowala nadwaga
(BMI 25-29,9 kg/m?), z czego ponad 650 mln oséb rozwinelo otylos¢ (BMI >
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