Poszukiwanie gendéw zwigzanych z biatkiem histonowym H3K4me3 odpowiedzialnych za polaryzacje neutrofili w
kierunku komérek supresorowych w stanach zapalnych trudno poddajacych sie leczeniu

Wprowadzenie

W toku ewolucji ludzki organizm rozwinat szereg mechanizméw prowadzacych do eliminacji patogenéw. W chwili inwazji
mikroorganizméw dochodzi do ich rozpoznania przez komorki immunokompetentne i zostaje uruchomiony ztozony system
odpowiedzi immunologicznej. Wiele infekcji jest eliminowanych na etapie odpornosci nieswoistej bez aktywnego udziatu
odpowiedzi swoistej. System odpornosci nieswoistej cechuje m.in. bardzo szybka reakcja, wynikajagca bezposrednio z
konstytutywnej obecnosci receptorow rozpoznajacych drobnoustroje, oraz brak trwatej pamieci immunologicznej po reakcji z
patogenem. Regulacja odpowiedzi zapalnej jest procesem niezwykle ztozonym i odbywajgcym sie na wielu poziomach reakcji
obronnych organizmu. W zaleznosci od rodzaju patogenu i poprawnosci funkcjonowania uktadu immunologicznego gospodarza
zostajg uruchomione ztozone interakcje, ktére moga prowadzi¢ do r6znych efektow klinicznych — eliminacji zakazenia z petng
odbudowsg tkanek, eliminacji zakazenia z destrukcjg tkanek otaczajgcych, przetrwania czynnika infekcyjnego z przeciagajacym sie
stanem zapalnym (zapalenie przewlekie), kontroli czynnika infekcyjnego z zapoczatkowaniem nowej odpowiedzi
immunologicznej (autoimmunizacja), oraz braku kontroli nad zakazeniem.

Wyniki ostatnich badan pozwalajg sadzi¢, ze droga samoograniczenia sie procesu zapalenia poprzez system limfocytéw
regulatorowych moze byé precyzyjnym narzedziem autokontroli uktadu immunologicznego. Ten rodzaj nadzoru nad komérkami
efektorowymi moze chronic¢ przed skutkami reakcji obronnych nadmiernych w stosunku do panujacego zagrozenia, prowadzacych
do niszczenia wiasnych tkanek przez komdrki immunokompetentne.

Zaburzenie deaktywacji neutrofili, gtdwnych i najbardziej licznych komérek nieswoistej odpowiedzi immunologicznej, stanowi
istotng przyczyne powiktar przewlektych stanéw zapalnych. Obecnie stosowane leki przeciwzapalne oparte na hamowaniu szlaku
cyklooksygenazy lub glikokortykosteroidy powoduja stan ogélnoustrojowej supresji i sg obcigzone wieloma skutkami ubocznymi.
Wczesniejsze nasze badania wykazaty, iz nadrzedng role w regulacji procesu zapalenia odgrywajg limfocyty Treg, ktdre w
zaleznosci od rodzaju zapalenia i czynnika go wywotujacego (aseptyczne czy septyczne) po interakcji z neutrofilami polaryzuja je
w kierunku komorek supresorowych. Kluczowym elementem w indukcji supresorowych neutrofili jest metylacja biatka
histonowego H3K4 (H3K4me3), aktywujgca m.in. transkrypcje genu dla IL-10, podstawowej cytokiny ograniczajacej zapalenie.
Celem prowadzonych badan jest wytonienie roznic zwigzanych z aktywacjg neutrofili poprzez wskazanie promotoréw genéw
odpowiedzialnych za polaryzacje neutrofili z komérek pro- na przeciwzapalne oraz sciezek przekaznictwa komoérkowego przez
nie uruchamianych. Uzyskane wyniki moga by¢ wykorzystane do opracowania skutecznego sposobu wptywu na odblokowanie
lub wymuszong aktywacje gendw, czy tez Sciezke aktywacji zwigzanych z polaryzacjg neutrofili w kierunku komdrek
supresorowych. Wskazanie potencjalnych celéw terapii moze mieC praktyczne znaczenie w projektowaniu celowanej
(farmakologiczna modulacja linii mieloidalnej), wysoce swoistej terapii genowej (np. siRNA, lub na poziomie genomu krétkie
sekwencje palindromowe CRISPR). Swoista ingerencja w genom komdrek mielopoezy moze wydtuzyé czas niezbedny do
neutralizacji czynnikéw odpowiedzialnych za aktywacje neutrofili i tym samym np. pozwoli¢ na skuteczng antybiotykoterapie.
Zastosowana metoda badawcza

Do osiggniecia celu badawczego zastosowana zostanie analiza poréwnawcza materiatu genetycznego (DNA) zwigzanego z
histonem H3K4me3 (nukleosom ulegajacy remodelingowi pod wptywem czynnikdéw pro- i przeciwzapalnych), oraz mRNA w
czterech stanach klinicznych w ktérych nastepuje aktywacja/deaktywacja neutrofili. Do badan wykorzystamy neutrofile krwi
obwodowej uzyskane od: 1. Osdb zdrowych; 2. Pacjentéw z przewlektym aseptycznym zapaleniem, w ktérym neutrofile nie
ulegaja deaktywacji (choroba Devica); 3. pacjentéw z zapaleniem przyzebia wywotanym przez bakterie Gram (-), w ktérym
neutrofile prawidtowo reagujg na deaktywacje; 4. pacjentow z sepsa wywotang bakteriami Gram (-) u ktérych neutrofile sg
aktywowane przez LPS i nie poddajqg sie deaktywacji. Zbadana zostanie: ekspresja prekursoréw gendw zwigzanych z H3K4me3
(technika ChlP-to-chip); sekwencjonowanie DNA zwigzanego z H3K4me3 w poszukiwaniu sekwencji trans-splicing’owych
(transkrypt dla biatka jest sktadany z genéw oddalonych od siebie, co jest nie do wykrycia technika mikromacierzy); ekspresja
mMRNA technikg hybrydyzacji i analizy mikromacierzy dwubarwnych; analiza ekspresji biatka H3K4me3 (technikg WB). Ostatni
etap to analiza bioinformatyczna, tréjetapowa dyskryminujaca: 1. zestawienie gendw przed i po immunoprecypitacji H3K4me3 w
obrebie kazdej z grup badanych i pierwsza eliminacja gendw niezwigzanych z H3K4me3; 2. analiza pomiedzy aktywacjg LPS i
hIL-10 a stanem spoczynkowym neutrofili w grupach badanych i wylonienie pierwszych genéw kandydatéw; 3. poréwnanie grup
badanych w uktadach bez stymulacji, stymulowanych LPS lub hIL10.



