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Stworzenie konstruktu zawierajgcego sekwencje genu CEBPA, umozliwiajgcego
roznicowanie komarek linii K562 w komorki granulocytopodobne
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Neutrofile petniag kluczowg role we wrodzonej odpowiedzi immunologicznej organizmu dzieki szeroko
wyspecjalizowanym funkcjom efektorowym. Ich zywotnos¢ w ludzkim krwioobiegu jest stosunkowo krotka. W zaleznosci
od zrodta, ich okres poftrwania waha sie miedzy 8 a 24 godzinami. Jest to przyczyng trudnosci w prowadzeniu
v eksperymentow in vitro z wykorzystaniem manipulacji genetycznych.
i \%\:“"i‘** Biatko CEBPa (ang. CCAAT enhancer binding protein a) jest jednym z czynnikdw transkrypcyjnych, pod wptywem
ua\«, " ktorego, komorki macierzyste roznicujg w kierunku neutrofili. Wzmacnia ekspresje biatek ziarnistosci neutrofili, takich
Vi N b jak mieloperoksydaza, lizozym, kolagenaza, a takze receptorow dla cytokin GM-CSF i G-CSF.
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Stworzenie konstruktu zawierajgcego sekwencje genu CEBPA oraz

opracowanie modelu linii komorkowej K562, wykazujagcego indukowalng

doksycykling nadekspresje genu dla biatka CEBPa. Analiza  ekspresji  biatka
CEBPa metodg western

blot PO transfekcji

METODYKA przejéciowej komorek linii
HEK293T.

a-tubulina

System lentiwirusowy Tet-On umozliwia indukcje ekspresji biatka za pomocg
doksycykliny (dox).

/Zdjecia  obrazujgce  komorki K562 po  transdukcji  plazmidem
pLVX-Tight-Puro-CEBPA i plLVX-Tight-Puro-LUC przy zastosowaniu dwoch

roznych dawek polibrenu.
: W  przypadku  braku

doksycykliny,  odwrotny Polibren 6 ug/ml Polibren 8 p.g/ml
transaktywator - R |

kontrolowany tetracykling
(rtTA) blokuje transkrypcje

SISO 3 o )‘J’J 7 GRS
2 ?;; 3 B ?)f ff ”J%
\“'.,\7,-.3/30 {’f })}},)%5,4)\7)

EENOW. CEBPA
Gdy doksycyklina zostanie %;, A
dodana, kompleks ’%,r? %
OddYSOCjOWUje TR 5 R §7$;,)\‘;v ST 0
o Jeo . . . ‘/\‘\?’,; ‘l‘ \> g ~‘ ~ i 3 l‘))-ﬁv"; )" ;‘n ‘
CEBPA — umozliwiajgc transkrypcje. SR )’ O T ‘) LR el
P, 5% D ol o
B B00° A ap b BT T NS ) i
R L K S o o NS 3
3?‘;\ s ‘,ﬁh\:\‘lr‘\\‘j\;w\ ) " ‘ ‘.";“_‘,. Lo i
- . - . LUC 1‘,3% ):{2”'37%:\32 7"1\;}% g)’?) :\')Q ;; 5_‘};\,‘} “-;;“;",,.;‘.:‘ . | Iy .
Schemat transdukcji przeprowadzonej w celu uzyskania indukowalnego TN e e S
LRt OB W Al
systemu Tet-On w komorkach K562. ol Gz SN ‘w‘ﬁf’ ‘nigfg%ﬁi;{m 4
5’?\\ );))); \)‘:\QI).) of QO)I)\ 8 \ )).»k.‘,"»\‘ y IS ) “:)
%;);%Q X {t’\t .; ‘B,’ ,';);‘,é‘ggn ) iltion ) )‘)\
bl e 3.0k
pMD.2G psPAX2
PLVX-Tet-On O O pLVX-Tight-Puro Wynik analizy ekspresji biatka CEBPa i TetR metodg western blot po
O O transdukcji komoérek linii K562 plazmidami plLVX-Tight-Puro-CEBPA
i pLVX-Tight-Puro-LUC oraz wykres przedstawiajgcy stosunek ekspresji biatka
\ / CEBPa do a-tubuliny.
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Pomysinie udato sie zaprojektowac i stworzyC poprawnie dziatajgcy konstrukt zawierajacy sekwencje genu kodujacego biatko CEBPa, pozwalajgcy na indukowanie
ekspresji tego biatka w okreslonym punkcie czasowym.

Kolejnym krokiem, ktory nalezatoby podja¢ w przysztosci, powinna by¢ szczegotowa ocena stopnia zréznicowania zrekombinowanej linii komorkowej K562 po
inkubacji z doksycykling, w tym ocena ekspresji wybranych markeréw powierzchniowych, charakterystycznych dla linii granulocytarne;j.
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