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Komorki nieswoistej odpowiedzi immunologicznej, neutrofile, posiadaja niezbedne funkcje do obrony organizmu przed drobnoustrojami. Oprécz zdolnosci do szybkiej
transmigracji do miejsca stanu zapalnego, fagocytozy, degranulacji i produkcji reaktywnych form tlenu (RFT), potrafia rowniez uwalnia¢ zewnatrzkomorkowe sieci neutrofilowe
(NETs). Formowanie NETs, ktorych struktura sktada si¢ z DNA 1 przeciwdrobnoustrojowych biatek, zalezne jest od réznych mechanizméw wewnatrzkomorkowych, takich jak
cytrulinacja histonow i produkcja RFT. Do niedawna uwazano, ze autofagia réwniez jest niezbgdna w powstawaniu NETs, jednak badania naszego zespotu oraz doniesienia
Simona i wsp. zaprzecza tej teorii. Zastosowanie w tych badaniach niespecyficznych inhibitoréw autofagii, hamujacych kinazy P13, spowodowaly wzrost zainteresowania wsrod

naukowcow szlakami zwigzanymi z PI3K.

Celem tej pracy byto zbadanie wptywu inhibitoréw klasy I PI3K
na uwalnianie NETs i wyprowadzenie stabilnej linii komorkowe;j
biataczki promielocytowej HL-60 z wyciszonym genem
kodujacym biatko p1103.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze zastosowanie inhibitorow
klasy I PI3K w okreslonych stezeniach wplywaja na
zdolnos$¢ neutrofili do uwalniania NETs, hamujac ten proces.
AS605240 hamowal powstawanie NETs w najwyzszym
badanym stezeniu w kazdym stymulatorze, a Idelalisib w
kilku, ale w najnizszym stezeniu. Dlatego tez w celu
realizacji dalszych badan zdecydowano si¢ na opracowanie
genetycznie modyfikowanego modelu komorkowego linii
HL-60 z wyciszonym genem kodujacym pl1105 PI3K.
Zmniejszona ekspresj¢ biatka pl1105 uzyskano w trzech
klonach komoérek linii HL-60, jednak nie udato si¢ uzyskaé
komorek z catkowitym brakiem tego biatka.

Wplyw inhibitora podjednostki p110a PI3K - Alpelisibu (BYL719)
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Ryc. A Kontrole a - neutrofile zawi w RPMI, a ryc. B kontrole z inhibitorem - komérki
zawieszone w RPMI z Alpelisibem (5uM). Ryc. C kontrole pozyt ze - neutrofile
zawieszone w RPMI z PMA (100nM), a ryc. D komorki z PMA (100nM) i Alpelisibem (SuM). Rycina E przedstawia
kontrole pozytywna ze stymulatorem - neutrofile zawieszone w RPMI z LPS P.a (10ug/ml), a ryc. F komérki z LPS
Pa (10ug/ml) i Alpelisibem (S5uM). ). Ryc. G przedstawia kontrole pozytywna ze stymulatorem - neutrofile
zawieszone w RPMI z PAF (2,5uM), a ryc. H komdrki z PAF (2,5uM) i Alpelisibem (5uM). Ryc. I przedstawia kontrole
pozytywna ze stymulatorem - neutrofile zawieszone w RPMI z CI (4M), a ryc. J komérki z CI (4uM) i Alpelisibem
(5uM). Ryc. K przedstawia kontrole pozytywna ze stymulatorem - neutrofile zawieszone w RPMI z LPS E.c (Spg/ml),
a rycina L komdrki z LPS E.c (5ug/ml) i Alpelisibem (S5uM).

Wptyw inhibitora podjednostki p1105 PI3K - Idelalisibu
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Rye. A przedstawia kontrole negatywna- neutrofile zawieszone w RPMI, a ryc. B kontrole z inhibitorem - komérki zawieszone w RPMI z
TGX-221 (1uM). Ryc. C przedstawia kontrole pozytywng ze stymulatorem — neutrofile zawieszone w RPMI z PMA (100nM), a ryc. D
komorki z PMA (100nM) i TGX-221 (1uM). Rye. E przedstawia kontrol pozytywna ze stymulatorem-neutrofile zawieszone w RPMI z LPS
Pa (10pg/ml), a ryc. F komérki z LPS Pa (10pg/ml) i TGX-221 (InM). Rye. G przedstawia kontrole pozytywna ze stymulatorem-neutrofile
zawieszone w RPMI z PAF (2,5uM), a ryc. H komorki z PAF (2,5uM) i TGX-221 (1uM). Rye. I przedstawia kontrole pozytywna ze
stymulatorem — neutrofile zawieszone w RPMI z CI (4uM). a ryc. J komorki z CI (4uM) i TGX-221 (1uM). Rye. K przedstawia kontrole
pozytywna ze stymulatorem. neutrofile zawieszone w RPMI z LPS E.c (Spg/ml), a ryc. L komdrki z LPS E.c Spg/ml i TGX-221 (1uM).

Wpltyw 1nh1b1tora pOd_]CanStkl pl10B PI3K - TGX-221
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Rye. A przedstawia kontrol¢ negatywng-neutrofile zawieszone w RPMI a ryc. B kontrole  inhibitorem - komérki zawieszone w RPMI z
Idelalisibem (0,24M). Rye. C przedstawia kontrole pozytywna ze stymulatorem — neutrofile zawieszone w RPMI z PMA (1000M), a rye. D
komérki 2 PMA (1000M) i Idelalisibem (0,24M). Rye. E przedstawia kontrolg pozytywna ze stymulatorem-neutrofile zawieszone w RPMI z
LPS Pa (10ug/ml), a ryc. F komérki z LPS Pa (10ug/ml) i Idelalisibem (0.2uM). Ryc. G przedstawia kontrole pozytywna ze stymulatorem—
neutrofile zawieszone w RPMI z PAF (2,5uM), a ryc. H komérki z PAF (2,5uM) i Idelalisibem (0,2uM). Ryc. I przedstawia kontrole
pozytywng ze stymulatorem — neutrofile zawieszone w RPMI z CI (4uM), a ryc. J komérki z CI (4uM) i Idelalisibem (0.2uM). Rye. K
przedstawia kontrol pozytywng ze stymulatorem- neutrofile zawieszone w RPMI z LPS E.c (Sg/ml), a ryc. L komérki z LPS E.c Spg/ml i
Idelalisibem (0.21M).

Wplyw inhibitora podjednostki p110y PI3K - AS605240
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Ryc. A przedstawia kontrole negatywna -neutrofile zawieszone w RPMI, a ryc. B kontrole z inhibitorem - komérki zawieszone w RPMI 2z
AS605240 (SuM). Ryc. C przedstawia kontrole pozytywn ze stymulatorem — neutrofile zawieszone w RPMI z PMA (100M), a ryc. D
komorki z PMA (100nM) i AS605240 (5uM). Ryc. E przedstawia kontrole pozytywn ze stymulatorem-neutrofile zawieszone w RPMI z LPS
Pa (10pg/ml), a ryc. F komérki z LPS Pa (10pg/ml) i AS605240 (SuM). Ryc. G przedstawia kontrole pozytywna ze stymulatorem-» nculroﬁle
zawieszone w RPMI z PAF (2,54M), a ryc. H komérki z PAF (2,54M) i AS605240 (5uM). Rye. 1 przedstawia kontrole pozytyw
stymulatorem — neutrofile zawieszone w RPMI z CI (4uM), a rye. J komérki z CI (4uM) i AS605240 (5uM). Rye. K przedstawia Lommx;
pozytywng ze stymulatorem- neutrofile zawieszone w RPMI z LPS E.c (Spg/ml), a ryc. L komorki z LPS E.c Sug/ml i AS605240 (SuM)

Badania inhibitorow klasy I PI3K prowadzono na neutrofilach wyizolowanych z krwi pelnej zdrowych
dawcow. Komorki inkubowano 30 minut z inhibitorami Alpelisibem, TGX-221, AS-605240,
Idelalisibem, ktore odpowiednio hamuja podjednostki p110o, f, v, & PI3K. Potem stymulowano je przez
3 godziny z octanem mirystynianu forbolu (PMA), jonoforem wapnia (CI), lipopolisacharydem
Pseudomonas aeruginosa (LPS P.a), lipopolisacharydem Escherichia coli (LPS E.c) lub czynnikiem
aktywujacym plytki (PAF). Analiz¢ prowadzono pomiarem fluorymetrycznym i obserwacja preparatow
pod mikroskopem fluorescencyjnym. Potem przeprowadzono wyciszanie genu dla biatka p1105 metoda
CRISPR/Cas9, a wyniki analizowano metoda Western-blot.

Zdjgeie zelu agarozowego analizowanego w éwietle UV po cigciu produktéw PCR przez
CasO/sgRNA. M-marker wielkosci, Ctrl-kontrola 2 fragmentami kontrolnymi,
sgl/2,s5g3,sg4- niepociety produkty PCR, sp, s2p, s3p, sdp- probki pocigte Cas9/sgRNA

Zdigeia komorek HEK 273T 7 pecherzykami  Zdjgeia komorek HL-60  po 48-godzinnej inkubacji 2
po transfokcji  wykonane i Cas9/sgRNA  wykonane

20%. A-

pod pod i e
zdjecia w §wietle widzialnym, B- zdjecia w zdjgcia w éwietle widzialnym, B-  zdjeci Swi
1000bp $wietle fluorescencyjnym. Zdjecia numer 1 fluorescencyjnym, C- nalozone zdjecia. Zdjec
600 bp przedstawiajg_ komérki  po  transfekeji przedstawiaja komérki po transfekcji plazmidem PIvx-IRES-
plazmidem  Plvx-IRES-Puro  (kontrola), 2- Puro (kontrola), 2- komorki po transfekeji plazmidem p

komérki po transfekeji plazmidem pGuide-it- it-sgRNAI zawierajgeym sekwencje sg2.1. 3- komoy

cia numer 1

Produkt PCR poddany rozdzialowi sgRNALI zawierajacym sekwencje sg2.1, transfekcji  plazmidem  pGuide-it-sgRNAIL uwxera]qcym

izt v 2% sk ym. M- 3 I;Nm;kljpm@nsfekcji plazkr:liden‘l pG:;lT sekwr;‘d‘&i: sg3.l. . Czirbwom Hﬂ(iuza;;;!:encja potwierdza
2 it zawierajgcym  sekwencje sg3.1. wyprodukowanie pecherzykow w

marker, sg2.1- produkt PCR z wykorzystaniem Czerwona fluorescencja _ potwierdza

starterow dla sg2.1, sg3.1- produkt PCR z wyprodukowanie pecherzykéw w HEK 273T.

wykorzystaniem  starterow dla sg3.1. Analiza
potwierdzila prawidlowa amplifikacje DNA.
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Amliza bybrydyzacji i uawienia produktow PCR Rezolwaza poprzez rozdzial

yezny w 2% Zelu ag ym. M-marker, sg2.1- produkt PCR niepotrawiony,
5g2.1R- produkt PCR !rawxony Rezolwaza, sg3.1- produkt PCR mepolra\vmny sg3.1R-
produkt PCR trawiony Rezol Ctrl- kontrola pozyty p CtrIR-kontrol

pozytywna potrawiona Rezolwazq
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Analiza trawienia produktéow PCR klonéw przez nukleaze (CRISPR/Cas9)
poprzez rozdziat elektroforetyczny w 2% zelu agarozowym. M-marker, CtrlWD —
kontrola typu dzikiego alleli, CtrIM - kontrola dla mutacji monoallelicznej,
CtrIB- kontrola dla mutacji biallelicznej.
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‘Wrynik analizy Western blot dla klonow sg3.1
HL-60 (sg3.1.1-4) oraz klonéw kontrolnych z
Plvx-IRES-Puro  (pLVX2, pLVX3), ktore
przedstawia prawidlowa ekspresje bialka
PI3K pll103. Kontrolg natadowania biatka
stanowila aktyna.
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Produkt PCR poddany rozdziatowi eleklroforetycznemu w 2% zelu
agarozowym. M-marker, sg3.1.2-7- produkt PCR z wykorzystaniem
starterow dla sg3.1. Potwierdzenie amplifikacji miejsca docelowego
dla CRISPR/Cas9 dla klonow 3.1.4-7.
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Wynik analizy Western blot dla mieszaniny komérek
linii HL-60, ktore pobraly pecherzyki z sg2.1 i sg3.1loraz
kontroli z PIvx-IRES-Puro, ktora przedstawia
prawidlowa ekspresje bialka PI3K pl105. Kontrole
natadowania bialka stanowita aktyna.
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‘Wynik analizy Western blot dla klonéw HL-60
sg2.loraz kontroli z Plvx IRES. Puro (plvx),

ktora przed: i kspresje biatka
PI3K  pll05. Kontrole; e
stanowila aktyna.

Wykresy prezentuja wyniki analizy iloSciowej uwalniania NETs dla réznych stezen inhibitora: Alpelisibu, TGX-221,
Idelalisibu i AS605240. Kontrola- komoérki niestymulowane,
inhibitora, stymulatory: PMA- octan mirystynianu forbolu, CI- jonofor wapnia, LPS E.c - lipopolisacharyd bakteryjny
Escherichia coli, LPS P.a- lipopolisacharyd bakteryjny Pseudomonas aeruginosa, PAF- czynnik aktywujacy ptytki.

inhibitor 0- komorki stymulowane bez dodatku

Wizualizacja uwalniania NETs uzyskane za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej. Preparaty wybarwiono
za pomoca przeciwcial skierowanych przeciwko mieloperoksydazie (kolor zielony) oraz barwnika Sytox
Orange wiazacego DNA (kolor czerwony).

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja na udziat szlaku klasy I PI3K
w powstawaniu NETs ze szczegdlnym udziatem podjednostki p1106 PI3K.



