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Titlu: Linie celulard reporter pentru testarea activitatii unor modulatori ai sintezei si
secretiei proteinei interleukinei-1B

Introducere

Aceasta inventie se refera la utilizarea unei linii celulare modificata genetic, denumita MP-IL-
1P::HiBIiT, derivata din linia celulara de macrofage imortalizata J774A.1 (ATCC nr. cat: TIB-67),
capabild sd produca proteina interleukina-1p (IL-1B) biologic activda marcata cu peptida HiBiT.
Natura liniei celulare MP-IL-1B::HiBiT fi permite sa fie utilizata in aplicatii de screening cu
randament ridicat pentru modulatori/inhibitori ai secretiei de IL-1B, pentru identificarea unor
tinte terapeutice cu potential reglator al raspunsului imun si inflamator.

Inflamatia este o caracteristica a multor patologii frecvente si aparent neinrudite, cum
ar fi: artrita reumatoida (RA), ateroscleroza, cancerul, tulburarile auto-inflamatorii, diabetul
de tip 2, precum si anumite maladii neurodegenerative, inclusiv bolile Parkinson si Alzheimer.
Acest lucru se datoreaza, in general, activarii excesive a macrofagelor circulante sau rezidente
in tesut care secretd mediatori pro-inflamatori care, la randul lor, sustin procesele
inflamatorii. Studiile efectuate in ultimele decenii au evidentiat cdile complexe de semnalizare
intracelulara precum cele mediate de: ciclo-oxigenaza 1 si 2 (COX-1/2), protein kinazele
activate cu mitogen (MAPK), proteina janus tirozin kinaza (JAK), factorul de transcriptie
nucleard (NF-kB), citokine pro-inflamatorii si proteine reglatoare precum: IL-1/6, TNFa, MIF,
IFNy, MMP, care sustin procesele inflamatorii in conditii homeostatice cat si patologice
(Bakhle YS et al. 1996).

Cele mai multe terapii antiinflamatorii se bazeaza in principal pe medicamente
nesteroidiene si inhibitori care vizeaza metabolismul prostaglandinelor ca mijloace de a
reduce disponibilitatea mediatorilor inflamatori si, astfel, de a controla inflamatia sistemica.
Cu toate acestea, multe dintre aceste medicamente au efecte secundare nedorite, prin
urmare identificarea unor molecule eficiente pentru a controla inflamatia cu efecte secundare
minime este un obiectiv major al cercetarilor in domeniu (Braun J et al. 2019).

IL-1B este cea mai potentd citokind pro-inflamatoare secretata de macrofagele
activate ca raspuns la factori ce activeaza sistemul imun. Aceasta citokina este implicata in
initierea unui raspuns inflamator, indepartarea tesutului deteriorat si declansarea regenerarii
tisulare ca raspuns la infectia cu agenti patogeni sau diverse leziuni. IL-1p este sintetizata in
citoplasma macrofagelor ca moleculd precursoare (prolL-1B) in urma expunerii la ,molecule
pericol” din categoria modele moleculare asociate patogenului (PAMP-pathogen associated
molecular patterns) sau modele moleculare asociate leziunii (DAMP-damage-associated
molecular patterns) care activeaza calea de semnalizare mediata de TLR (receptorii Toll-like)-
NF-kB. Un al doilea stimul, cum ar fi eliberarea de ATP din mitocondriile deteriorate, este
necesar pentru a declansa asamblarea inflamazomilor si auto-activarea caspazei-1. Caspaza-
1 activata scindeaza prolL-1pB pentru a produce forma matura (mlL-1pB), care este exportata in
spatiul extracelular pentru a perpetua inflamatia (Eder C. 2009).
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Domeniul inventiei

Aceasta inventie se refera la domeniul instrumentelor celulare pentru detectarea sintezei si
secretiei de proteina IL-1pB activa biologic, asociata cu procesele celulare inflamatorii si care
poate fi utilizata in scopuri diverse precum cercetarea si industria farmaceutica.

Contextul inventiei

IL-1B este un membru al familiei de citokine IL-1 care joaca un rol central in reglarea
raspunsului imun si inflamator la infectii sau leziuni. Activarea IL-1B a fost implicata in
activarea celulelor T ajutatoare, stimularea productiei de prostaglandine sau colagenaza,
chemotaxia neutrofilelor, activarea proteinelor de raspuns la patogeni in faza acutd si
suprimarea nivelului de fier plasmatic. IL-1B este sintetizata ca o proteina precursor, care
este scindata proteolitic intr-o molecula mai scurtd, activa, numita proteind matura. Forma
precursor a IL-1B este sintetizata numai ca raspuns la un stimul si nu are o peptida semnal
specifica pentru procesare si secretie. Exprimarea precursorului IL-1B in macrofage si celulele
dendritice este indusa de factorul de transcriptie NF-kB dupd expunerea celulelor imune
fnnascute la alarmine.

Tn consecintd, este nevoie de o noud abordare pentru detectarea si cuantificarea
rapida a proteinei IL-1pB, care ar trebui sa permita identificarea usoara si fiabila a modulatorilor
activitatii pro-inflamatorii a IL-1B asociata cu diverse patologii.

Descrierea detaliata a inventiei

In aceastd inventie descriem linia celulara modificata genetic IL-1B::HiBiT si metoda care
faciliteaza procedura de screening a modulatorilor/inhibitorilor IL-1B. Obtinerea si
performanta prezentei inventii sunt descrise in exemplele prezentate mai jos.

Cuantificarea nivelului secretat al IL-1B este o metoda valoroasa pentru a identifica
modulatorii activitatii IL-1B, cum ar fi activatori/inhibitori ai expresiei genei IL-1B, modulatori
ai procesarii proteinei, sau modulatori ai secretiei proteinei mature. Modularea activitatii IL-
1B de catre diversi analiti este in prezent monitorizata prin metoda ELISA sau Western
Blotting, care sunt capabile sa masoare variatii in nivelul proteinei IL-1B, dar ambele proceduri
sunt laborioase §i consumatoare de timp, nefiind potrivite pentru cautari la scara larga de
modulatori ai proteinei IL-1B (screening-uri de tip high-throughput). Prin urmare, noua linie
celulara MP-IL-1B::HiBiT conform prezentei inventii reprezintd un instrument care necesita
un timp scurt pentru identificarea rapida si precisa a modulatorilor IL-1B prin detectarea si
cuantificarea semnalului de luminescenta al proteinei IL-1B::HiBiT folosind trusa de detectie:
»Nano-Glo HiBiT Extracellular Detection System” (Promega Corporation) disponibila
comercial.

Metoda descrisa in brevetul international WO 2021/108765 A1l prezinta secventele
compozite si metoda de generare a semnalului de bioluminescenta in urma interactiunii
dintre trei componente ale sistemului de detectare HiBiT, care reprezinta o etapa in metoda
de detectie a semnalului de luminescenta HiBiT din prezenta inventie. Prin urmare, conform
acordului Promega Corporation, prezenta inventie poate fi utilizatda numai cu sistemele de
detectie ,Nano-Glo HiBiT Extracellular Detection System” si ,Nano-Glo HiBiT Blotting System”
(Promega, numar catalog: N2420 respectiv N2410). Mai mult, inventia exclude utilizarea
acestei linii celulare in scopuri industriale sau comerciale fara acordul Promega Corporation.
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»Linia celulara” conform prezentei inventii se refera la genotipul homozigot care
exprimad peptida HiBiT fuzionata cu produsul genei IL-1B endogene (IL-1B::HiBiT).

Experimentele prezentate aici demonstreaza ca linia celulara este capabild sa exprime
IL-1B:: HiBiT intr-o maniera robusta si sensibild la inductie cu diversi stimuli, precum cel de
sintezd Lipopolizaharid (LPS) (EnzolifeSciences, numar catalog: ALX-581-007-L002) si
adenozintrifofat (ATP) (Cayman Chemical, numar catalog: 14498), care activeaza caspaza-1
capabild sa cliveze forma prollL-1B sintetizata si sa produca forma matura (mIL-1B) secretata
in mediu.

Conform strategiei generale furnizate, linia celulara poate fi utilizatd in scopul detectarii si
monitorizarii interactiilor moleculare dintre IL-1p si analiti (de exemplu, IL-1B-molecule mici,
IL-1B-peptide, IL-1B-anticorpi). O astfel de linie celulard poate fi utilizata pentru a investiga
efectul inhibitorilor asupra procesarii proteolitice si secretiei proteinei IL-1B. Semnalul de
luminescenta al HiBiT este modulat de catre interactia IL-1P -analit. Modularea {(cresterea sau
scaderea) semnalului de luminescenta serveste ca raportor pentru activarea sau inhibarea
activitatii IL-1P de catre analit.

Prezenta inventie este descrisa in continuare prin urmatoarele exemple si figuri, care nu sunt
intentionate ca limitari ale scopului inventiei.

Exemplul 1 Obtinerea liniei celulare de macrofage MP-IL-1PB::HiBiT prin CRISPR/Cas9 knock-
in

Celulele macrofage J774A.1 au fost editate folosind tehnologia CRISPR/Cas9 knock-in pentru
a exprima peptida HiBiT fuzionata la capatul C-terminal al proteinei IL-1B endogena separata
de un spatiator format din 5 resturi de glicina-serind (GGSGG) (Figura 1). Descrierea obtinerii
semnalului luminos produs conform prezentei inventii ca urmare a stimularii celulelor
macrofage MP-IL-1B::HiBiT editate este prezentatd schematic in (Figura 2). Trei ghiduri ARN
(ARNg): Secv ID nr. 1, Secv ID nr. 2, Secv ID nr. 3 si doua matrite ADN donor (ADNd): Secv ID
nr. 4, Secv ID nr. 5 au fost testate pentru ghidarea proteinei Cas9 la locusul IL-1B si, respectiv,
repararea clivajului ADN-ului produs de actiunea proteinei Cas9 (Figura 3). Secventele ARNg
specifice pentru gena IL-1 au fost proiectate folosind programul Chop-Chop

(http://chopchop.cbu.uib.no/), fiind selectate cele aflate in apropierea codonului STOP.

Pentru generarea liniei celulare control (CTRL), a fost utilizata o secventa ARNg
sintetica (ARNgs) care nu prezinta omologie fata de genomul celulelor macrofage (Secv ID nr
6). Matritele ADNd au fost proiectate astfel incat secventa ADN codificatoare pentru
Spatiator:HiBiT sa contind la ambele capete cate 56 (D2) si respectiv 45 (D3) polinucleotide
omoloage capatului C-terminal al genei IL-1B. ARN CRISPR (ARNcr), ARN trans activator al
CRISPR (ARNtracr) fluorescent (numar catalog: 1075927) si ADNd au fost sintetizate folosind
serviciul commercial de la Integrated DNA Technologies (IDT) si dizolvate in tampon Duplex
(IDT) la o concentratie de 100 mM fiecare asa cum a fost descris anterior (Schwinn MK, 2018).
Complexul de ARNg a fost preparat prin combinarea a 6 pl de ARNcr cu 6 pl de ARNtracr in
13 pl de tampon Duplex (IDT) pentru a obtine o concentratie finalda de ARNg de 12 uM.
Amestecul a fost Tncalzit la 95°C timp de 5 minute si racit la temperatura camerei dupa care
50 pmoli de enzima Cas9 (numar catalog: 1081060) au fost amestecati lent cu 60 pmol ARNg
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si lasati sa formeze complexe ribonucleoproteice (RNP) la temperatura camerei timp de 20 de
minute,

Au fost testate 6 complexe RNP care corespund combinatiilor ARNg G7, G16, G23 si
ADNd D2 si D3, notate G7D2, G7D3, G16D2, G16D3, G23D2 si G23D3 in Figura 4, in timp ce
pentru obtinerea liniei celulare control (CTRL) a fost testat complexul RNP (ARNgsD3) notat
CTRL in Figura 4. Aproximativ 200000 de celule au fost electroporate cu un electroporator tip
Neon (Thermo Scientific) intr-un varf de 10pL cu un mix de 5 pl RNP, 0,5 uL ADNd si 5.5 uL
suspensie celulard in mediu Opti-MEM (Gibco, numar catalog: 31985-070). Celulele
electroporate au fost transferate in vase cu aria suprafetei de 4cm, in 1 mL mediu DMEM
(Gibco, numdr catalog: 3196604) suplimentat cu 10% ser fetal bovin (Gibco, numdr
catalog:10270-106) si au fost crescute la 37°C cu 5% CO2 timp de 48 de ore. O parte din
populatia celulara heterogena a fost recoltata la 48h pentru a verifica eficacitatea transfectiei
celor 6 complexe RNP prin genotipare PCR si respectiv masurarea luminescentei generata ca
urmare a secretiei miL1-B::HiBiT dupa reinsamantare si stimulare cu LPS si ATP (Figura 4A si
B). Din restul de cultura celulara au fost stabilite populatii clonale prin sortarea unei singure
celule fluorescente in placi cu 96 godeuri folosind sorterul FACS Aria Il (BD Bioscience).

Genotiparea prin PCR a fost realizata cu trusa de extractie a ADN-ului genomic
(Bimake, numar catalog:B40015). Pentru aceasta, celule au fost spalate cu o solutie salina

tampon fosfat (PBS) si resuspendate la o concentratie de aproximativ 200000 celule per 25 p
| tampon de liza. Liza celulard a fost realizata prin incubare la 60°C timp de 30 min si 5 min la
95°C. Ulterior, 1 pl lizat celular a fost testat prin PCR utilizdnd secventele amorsa sens si

antisens, prezentate in Figura 3 (Secv ID nr. 7 i 8). Un fragment ADN de 284 perechi de baze,
corespunzdtor inser{iei secventei HiBiT a fost obtinut dupa 42 de cicluri de amplificare cu
denaturare la 95°C timp de 30 de secunde, atasarea amorselor la 60°C timp de 30 de secunde
si extensie la 74°C timp de 10 secunde folosind amestecul 2x M-OptiMix din chitul Bimake
(Figura 4A).

Expresia proteinei IL-1B::HiBiT a fost evaluata prin masurarea semnalului de
luminescentd din lizate celulare folosind trusa ,Nano-Glo HiBiT Extracellular Detection
System” conform protocolului producatorului (Figura 4B). Mai exact celulele electroporate
au fost insamantate, lasate sa adere 24h, dupa care au fost pre-stimulate pentru aproximativ
12h cu 0.5 mg/mL LPS. Stimularea secretiei IL-1B::HiBiT, a fost realizatd cu 0.5 mg/mL LPS si
2mM ATP in mediu OptiMEM, pentru 45 min. Dupd aceasta, peste mediul celular a fost
addugat un volum egal de tampon extracelular Nano-Glo HiBiT suplimentat cu proteina LgBiT
si substrat (conform indicatiilor producatorului). Luminescenta emisa a fost citita la un
spectrofotometru Mithras, LP 940. Valorile obtinute au fost reprezentate grafic in softul
GraphPad Prism v.6.0.

Din populatia de celule G23D2 cu expresie heterogena, au fost generate populatii de
celule clonale prin sortare specifica, respectiv distribuirea a cate 1 celuld fluorescenta in placa
cu 96 de godeuri utilizand sorterul FACS Aria lll. Dupa expansiunea celulelor, clonele celulare
au fost genotipate prin PCR pentru identificarea populatiilor homozigote (Figura 5A). Clona
celulard C6 care prin genotipare s-a dovedit homozigota din punct de vedere al insertiei
secventei HiBiT a fost ulterior testata pentru luminiscenta generata dupa stimularea celulelor
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cu LPS si LPS/ATP. Mai mult, corelatia dintre numarul de celule si intensitatea luminescentei
care se observa in Figura 5B indica o specificitate a semnalului luminescent detectat.
Regiunea de insertie HiBiT din clona celulard C6 editatd cu ARNghid G23 si matrita donor D2
a fost amplificata prin PCR si secventiata pentru a confirma editarea. Rezultatele prezentate
demonstreaza ca gena IL-1B din clona celulara G23 D2 C6 a fost marcata cu peptida HiBiT cu
succes (Figura 6A, B) si aceasta clona a fost utilizata pentru experimentele ulterioare si
denumita MP-IL-1B:: HiBiT.

Specificitatea luminescentei proteinei IL-1p:: HiBiT a fost evaluata in macrofagele MP-
IL-1B:: HiBiT si linia CTRL prin ELISA utilizand anticorpi anti-IL-1PB specifici (Figura 7A) si trusa
»sNano-Glo HiBiT Extracellular Detection System” (Figura 7B). Astfel, doar in lizatele
macrofagelor MP-IL-1B:: HiBiT dar nu si in clona CTRL se observa un semnal luminescent
generat de HiBiT, in timp ce anticorpii anti-IL-1B recunosc atat proteina IL-1B din linia CTRL
cat si proteina IL-1B:: HiBiT din linia celulara MP-IL-1B:: HiBiT. Detectia prin metoda ELISA a
fost realizata cu trusa specifica (R&D Systems, numar catalog DY401-05), conform
recomandarilor producatorului. Pe scurt s-a format un sandwich intre anticorpii IL-1B specifici
(capturare si detectie) si antigenul din probe, reprezentand mediul celular recoltat de la
celulele CTRL si MP-IL-1B:: HiBiT stimulate cu LPS si ATP sau nestimulate, aldturi de proteina
standard (dilutii seriale pornind de la 2000pg/mL). Complexul format a fost detectat cu
substrat Streptavidina-HRP, densitatea optica generata fiind cititd la 450nm. Valorile
masurate pentru dilutiile proteinei standard au fost folosite pentru generarea unei curbe
standard polinomiale, pe baza careia a fost generatd o ecuatie corespunzatoare. Valorile
masurate pentru probe au fost introduse in ecuatia obtinuta si cantitatile specifice detectate
au fost reprezentate grafic folosind Prism, GraphPad v.6.0.

Exemplul 2 Confirmarea inserarii corecte a peptidei HiBiT doar in locusul IL-18
Pentru a confirma insertia peptidei HiBiT doar in locusul genomic anticipat, masele
moleculare ale proteinelor din lizatele celulare si respectiv mediu celular au fost verificate
prin WB folosind trusa de detectie “Nano-Glo HiBiT Blotting System”. Identitatea proteinei IL-
1B:: HiBiT prin Western Blotting a fost stabilita prin analiza mediului obtinut ca urmare a
stimularii cu LPS si ATP pentru 45 min, a celulelor MP-IL-1PB:: HiBiT pre-stimulate cu LPS pentru
12h sau nestimulate si a lizatului celular corespunzator. Lizatele au fost obtinute prin
incubarea timp de 30 min pe gheata cu tampon ce contine 1% TritonX100 (20 mM Tris-HCl pH
7.4, 150 mM NaCl, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 1% Triton-X100) suplimentat cu un cocktail de
inhibitori ce targheteazad serin-cistein proteazele (Roche) si inhibitori specifici pentru
fosfataze. Proteinele continute in lizatele clarificate prin sedimentare la 14000xg, 30 min,
alaturi de cele continute in fractia de mediu au fost separate, in conditii reducatoare, in gel
de poliacrilamida de concentratie 15%, transferat pe o membrana de nitroceluloza, cu pori
de 0,22um.

Membrana a fost incubata n solutie salina tampon Tris (TBS-50 mM Tris-Cl, pH 7.5,
150 mM NacCl) suplimentat cu 0.1% Tween-20 (TBST), pentru 2-3 ore pentru solubilizarea si
expunerea HiBiT. Ulterior, membrana a fost incubata peste noapte cu proteina LgBiT pentru
formarea complexului HiBiT-LgBiT. Detectia a fost realizata prin addugarea substratului
specific, conform indicatiilor producatorului si apoi citit la sistemul ChemiDoc (GE Healthcare).
Imaginile achizitionate arata ca in lizatele celulare au fost detectate doar doua benzi de 35
si respectiv 17 kDa, corespunzatoare proteinelor proll-1B::HiBiT si miL-1B::HiBiT,
demonstrand astfel ca secventa HiBiT a fost inseratd numai in locusul IL-1B asa cum s-a



RO 138122 A2

intentionat. Benzi cu aceleasi mase moleculare au fost detectate si in mediul celular
demonstrand in plus cd marcarea HiBiT nu interferd cu procesarea si secretia IL-1B din
macrofagele MP-IL-1B::HiBiT editate, stimulate (Figura 8).

Exemplul 3 Corelatia dintre intensitatea luminiscentei HiBiT §i abundenta proteinei IL-
1B::HiBIiT.

A fost verificata de asemenea capacitatea celulelor de a sintetiza, procesa si secreta IL-
1B::HiBiT dupa stimularea secretiei pentru intervalele de timp diferite prin WB folosind trusa
»Nano-Glo HiBiT Blotting System” (Figura 9A) si anticorpi specifici anti-IL-1p (R&D Systems,
numar catalog AF-401-NA) (Figura 9B). Pentru obtinerea acestui set de probe, celulele MP-
IL-1B::HiBiT, pre-stimulate pentru 12h cu LPS au fost stimulate cu LPS si ATP pentru 15, 30,
45 si 60 min. Mediile recoltate, aldturi de lizatele obtinute conform procesarii detaliate in
Exemplul 2, au fost incarcate in geluri de poliacrilamida in duplicat si apoi probele pentru
detectia cu trusa ,,Nano-Glo HiBiT Blotting System” au fost transferate pe membrana de
nitroceluloza iar cele pentru detectia cu anticorpi anti-IL-1B au fost transferate pe
membrana PVDF. Detectia cu trusa Nano-Glo HiBiT a fost realizata conform indicatiilor
producatorului, descrisa pe scurt in Exemplul2.

Detectia cu anticorpi anti-IL-1B specifici a fost realizata prin incubarea membranei,
pre-blocata cu o solutie 5% BSA in TBSTpentru 1h, cu o dilutie de anticorp IL-1B, 1:1000, in
solutie 5% BSA TBST) peste noapte, la 4°C. Anticorpii primari au fost recunoscuti de
anticorpi secundari specifici cuplati cu peroxidaza din hrean, iar detectia proteinei a fost
realizata prin citirea la ChemiDoc a semnalului chemiluminescent, generat de oxidarea
substratului luminol (Immobilon Crescendo Western HRP substrate, Merck Millipore, numar
catalog WBLUR0O500). Analiza rezultatelor indica faptul ca detectia folosind trusa ,,Nano-Glo
HiBiT Blotting System” este mai sensibila decat cea folosind anticorpii specifici anti-IL-1pB.

Exemplul 4 Proteina IL-1B::HiBiT este procesata si traficata corect in macrofagele MP-IL-
1B::HiBiT

De asemenea am analizat localizarea intracelulara si sensibilitatea de detectie a peptidei
HiBiT prin microscopie de fluorescenta folosind anticorpi specifici pentru HiBiT in paralel cu
anticorpi specifici pentru IL-1B (Figura 10). Pentru aceasta celulele MP-IL-1B:: HiBiT au fost
insamantate pe suporturi speciale de sticla si au fost Iasate sa adere 24h. Celulele aderate
au fost sau nu pre-stimulate cu LPS pentru 8h si stimulate cu LPS si LPS/ATP pentru 30min.
Fixarea celulelor a fost realizata cu o solutie 1% paraformaldehida in PBS, pentru 1h la
temperatura camerei. Permeabilizarea s-a realizat prin incubare in solutie de 0.005%
digitonina, 2% ser de cal in PBS timp de 3 minute, iar blocarea s-a realizat cu o solutie 2% ser
de cal in PBS timp de 3 ore. Anticorpii primari anti-HiBiT (Clona 30ES, Promega), anti-IL-1B
(R&D Systems, numar catalog AF-401-NA), au fost diluati in solutie 2% ser de cal in PBS si
probele pe suporturi de sticla au fost incubate cu anticorpii primari peste noapte la 4°C.
Incubarea cu anticorpi secundari a fost realizata in solutie 2% ser de cal in PBS pentru 30
min la temperatura camerei. Nucleii au fost marcati prin incubare cu Hoechst 33342(Santa
Cruz Biotechnology, numar catalog:sc-495790) diluat 1/5000 in PBS. Excesul de Hoechst cat
si anticorpii legati nespecific au fost inldturati prin spalari repetate cu PBS. Probele au fost
montate folosind FluorSave (Merk Millipore , numar catalog 345789).

Imagini reprezentative au fost achizitionate cu un Microscop Confocal (Zeiss), cu
Obiectiv 63x, cu ulei de imersie. Prelucrarea imaginilor a fost realizata in Image J (NIH,
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Bethesda) . Imaginile din Figura 10 arata un trafic nealterat al proteinei IL-1B::HiBiT, care

impreuna cu detectia in mediu a proteinei mature secretate IL-1B::HiBiT sugereaza o

reglarea dinamica a nivelului IL-1B::HiBiT si ofera un model adecvat pentru

evaluarea/cuantificarea rapida a modificarilor abundentei IL-1P in celulele macrofage si

implicit a secretiei acesteia.

Exemplul 5 Modularea secretiei proteinei IL-1B::HiBiT de catre inhibitori ai secretiei
proteinei IL-1B
Au fost efectuate experimente pentru a determina capacitatea liniei celulare MP-IL-
1B::HiBiT de a raspunde la inhibitori cunoscuti care afecteaza secretia IL-1B. Pentru aceasta,
celulele MP-IL-1B::HiBiT au fost stimulate cu LPS si ATP conform descrierii din Exemplele
anterioare, in prezenta sau absenta inhibitorului de caspaza-1 (Ac-YVAD-CMK, 10um).
Detectia luminescentei relative utilizdnd trusa ,Nano-Glo HiBiT Extracellular Detection
System”, indicd o scadere a secretiei proteinei IL-1B:: HiBiT in prezenta inhibitorului de
caspaza-1 (Figura 11). Mai mult, valorile relative de luminescenta obtinute ca urmare a
stimularii in prezenta a diferite concentratii de inhibitor (2, 5 si 10uM) indica o scadere a
secretiei IL-1B corelata cu concentratia de inhibitor de caspaza-1 adaugat (Figura 12).

In concluzie, sistemul celular MP-IL-1B::HiBiT impreuna cu trusa ,Nano-Glo HiBiT
Extracellular Detection System” oferd o sensibilitate crescuta pentru detectia secretiei
proteinei IL-1B, potrivita pentru cautari la scara larga de modulatori ai activitatii proteinei IL-

1B.
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Revendicari:

1. Componentele necesare obtinerii liniei de celule macrofage modificata genetic in locusul
IL-1B .

2. O metoda de producere a unei insertii tintite in locusul IL-18 din genomul celulelor
macrofage.

3. Linie celulara modificata genetic pentru a produce proteina IL-1B:: HiBiT activa biologic intr-
o maniera inductibild, implementand astfel o linie celulara modificata genetic.

4. Linie celulara conform revendicarii 3, in care IL-1B::HiBiT este secretata de celula.

5. Linie celulara conform revendicarii 3, in care IL-1B::HiBiT poate fi detectatad din mediul
extracelular cu o sensibilitate crescuta fata de detectia prin Western Blotting cu anticorpi
specifici.

6. Metoda de screening a modulatorilor/inhibitorilor sintezei si secretiei IL-1p.

56



RO 138122 A2

L
57

IL-1B

ATT GAC TTC ACC ATG GAA TCC GTG TCT TCC [TAA AGT ATG GGC TGG ACT GIT TCT ANT™
TAA CTG AAG TGG TAC CTT AGG CAC AGA AGG[ATT TCA TAC CCG ACC TGA CAA AGA TTA
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269 aa (IL-1B) 16 aa (Spatiator + HiBiT)

Figura 1. llustrare schematica care descrie pozitia insertiei peptidei HiBiT in locusul IL-1B
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ura 2. Etapele de sintezd, procesare si secretie ale proteinei IL-1B tintita cu HiBiT utilizdnd tehnologia CRISPR/Cas9

xknock-in
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Secv ID nr 1: (ARNg G7) 5’- GCCCATACTTTAGGAAGACACGG
Secv ID nr 2: (ARNg G16) 5’- TCCGTGTCTTCCTAAAGTATGGG
Secv ID nr 3: (ARNg G23) 5’- TGTCTTCCTAAAGTATGGGCTGG

Secv ID nr 4: (D2) 5'-
AAAAGGGAGCTCCTTAACATGCCCTGGGGAAGGCATTAGAAACAGTCCAGCCCATACTTTAGCTAATCTTC
TTGAACAGCCGCCAGCCGCTCACTCCACCTGAACCTCCGGAAGACACGGATTCCATGGTGAAGTCAATTAT
GTCCTGACCACTGTTGTTTCCCA

Secv ID nr 5: (D3) 5'-
ACATGCCCTGGGGAAGGCATTAGAAACAGTCCAGCCCATACTTTAGCTAATCTTCTTGAACAGCCGCCAGC
CGCTCACTCCACCTGAACCTCCGGAAGACACGGATTCCATGGTGAAGTCAATTATGTCCTGA

Secv ID nr 6: (ARNgs) 5’-TTTAGGGGGTTCGCGCTTAA
Secv ID nr 7: Amorsa sens: 5'- CTGGTACATCAGCACCTCACAAGC
Secv ID nr 8: Amorsa antisens: 5’ - CTTGTGACCCTGAGCGACCTGTC

Figura 3. Lantul de nucleotide pentru secventele ARNg: G7, G16 si G23, ARNgs si ADNd: D2 si D3, precum si
secventele amorselor utilizate in reactiile PCR



RO 138122 A2

/=

8000+ @l LPS+ATP

6000

Unitati relative de luminescenta
(RLU)
S
o
(=]
<

N o S S
& ,\o'” RS RIS ISR
S O O & & & o

Figura 4. Analiza celulelor macrofage tintite cu complexele RNP indicate, dupa electroporare si expansiune. Panoul (A)
prezintd genotiparea prin PCR a unor populatii celulare netintite si respectiv tintite (heterozigote), care au o alela de tip
salbatic (WT) de 236 perechi de nucleotide si una tintita cu HiBiT de 284 perechi de nucleotide. Graficul din Panoul (B)
prezintd semnalul de luminescenta al populatiilor de celule cu fenotipul dorit, indicdnd o crestere a semnalului de
luminescenta ca raspuns al activarii sintezei proteinei IL-1B::HiBiT
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Figura 5. Selectia clonelor celulare MP-IL-1B::HiBiT homozigote derivate din celulele G23D2. Panoul (A) prezinta
genotiparea clonelor celulare prin PCR. Doar clona C6 prezintd un genotip homozigot pentru insertia peptidei HiBiT in
locusul IL-1B. Graficul din panoul (B) prezinta semnalul de luminescenta generat de proteina IL-1B::HiBiT din macrofagele
MP-IL-1B::HiBIT cultivate la doud densitati celulare diferite si stimulate cu LPS si ATP
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GGAATCCGIGICTICCGGAGGTTEAGGTGGAGTGAACGGL TGGEGGL TG T TCAAGAAGATTAGL TAAAGTATGGGC TGG AL

Spatiator HiBiT

gaa tcc gtg tct tcc gga ggt tca ggt gga GTG AAC GGC TGG CGG CTG TTC AAG AAG ATT AGC taa agt atg ggc tgg
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Figura 6. (A) Cromatograma secventierii ADN extras din macrofagele MP-IL-1B::HiBiT care confirma insertia secventei ADN
codificatoare pentru Spatiator::HiBiT in locusul IL-1P. Secventa de polinucleotide Spatiator::HiBiT inseratd inaintea
codonului STOP (TAA) este evidentiata prin fundalul albastru. (B) Translatarea dedusa a capatului C-terminal al IL-1B care
indica prezenta secventei codificatoare pentru Spatiator::HiBiT in acelasi cadru de citire cu al codonilor pentru IL-1p.



RO 138122 A2

A B
)(‘g
€ 4000000-
1500 T @ LPS ] @ LPS
LPS+ATP & LPS+ATP
= £ 3000000 -
c £
£ 10004 EPS
z 3 21 20000004
= T o &
% 5004 &
= S 1000000-
0l — =t  ~~~_  =oSBs :-‘E 0 T i T
s |
CTRL MP-IL-1B::HiBiT CTRL MP-IL-1B::HiBIT

Figura 7. Detectia proteinei IL-1B:: HiBiT secretata de macrofagele MP-IL-1B:: HiBiT si respectiv macrofagele CTRL
folosind trusa de detectie ELISA cu anticorpi specifici anti-IL-1B (panoul A) si folosind trusa ,Nano-Glo HiBiT
Extracellular Detection System” (panoul B)
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Figura 8. Analiza prin Western Blotting care demonstreaza existenta unor specii unice de proteine marcate cu HiBiT,
corespunzatoare greutatilor moleculare prolL-1B::HiBiT si mIL-1B::HiBiT in macrofagele MP-IL-1B::HiBiT stimulate sau nu
(-) cu LPS si ATP, folosind trusa de detectie "Nano-Glo HiBiT Blotting system”
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Figura 9. Detectia prin Western Blotting a nivelului de IL-1f::HiBiT folosind trusa ,,Nano-Glo HiBiT Extracellular Detection
System” in panoul (A) si anticorpi specifici anti-IL-1B in panoul (B). Macrofagele MP-IL-1B::HiBiT au fost stimulate sau nu
(-) cu LPS si ATP pentru intervalele de timp indicate
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DAPI HiBiT IL-1B Suprapunere

LPS/ATP

F...ra 10. Distributia subcelulara a proteinei IL-1B::HiBiT detectata cu anticorpi specifici anti-IL-1B si anti-HiBiT in
macrofagele MP-IL-1B::HiBiT nestimulate (-) (randul de sus), stimulate cu LPS (randul din mijloc) si LPS/ATP (randul de
jos). Coloana 1 arata acizii nucleici detectati cu Hoechst, coloana 2 indica proteina IL-1B::HiBiT detectata cu anticorpi
anti-HiBiT, coloana 3 indica proteina IL-1B::HiBiT detectata cu anticorpi anti-IL-1pB, iar coloana 4 indica imaginile
suprapuse ale acestora
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Figura 11. Inactivarea caspazei-1 de catre un inhibitor specific (Ac-YVAD-CMK) suprima secretia formei bioactive miL-
1B:: HiBiT in mediu extracellular. Secretia mIL-1B::HiBiT a fost stimulata cu LPS si respectiv LPS+ATP in absenta sau
prezenta inhibitorului iar detectia proteinei secretate mIL-1B::HiBiT a fost realizata cu ,,Nano-Glo HiBiT Extracellular

L :ction System”.
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Figura 12. Analiza cantitativa a raspunsului la doze crescatoare ale inhibitorului caspaza-1 {(Ac-YVAD-CMK) folosind trusa
, 10-Glo HiBIiT Extracellular Detection System”. Secretia proteinei mIL-1B::HiBiT din macrofagele MP-IL-1B::HiBiT

pi estimulate cu LPS si stimulate cu LPS/ATP este direct proportionalad cu concentratia de inhibitor folosita, indicand
sensibilitatea liniei celulare fata de modulatori ai secretiei proteinei mIL-13::HiBiT. Intensitatea semnalului reflecta
concentratia mlIL-1B:: HiBiT din mediu. Analiza statisticd a fost realizata folosind testul “one-way ANOVA”
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