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ABSTRAKT

1. Abstrakt

Cyklooxygenaza (COX) je kliCovym enzymem v metabolismu arachidonové kyseliny
(AA). Preméiiuje AA na prostaglandin H,, ktery je dale metabolizovan riznymi enzymy na
biologicky aktivni prostanoidy. Tato prace byla zaméfena na studium vztahli mezi geny
souvisejicimi s metabolismem AA. Pomoci RNA interference byla specificky sniZovana
exprese vzdy jedné zizoforem COX v bunéfné linii rakoviny délozniho &ipku (Hep2).
Cyklooxygenaza 1 (COX-1) byla uspé€$né inhibovana jak pomoci siRNA (,,small interfering
RNA®), tak shRNA (,,short hairpin RNA*) sekvenci. Pro sniZeni exprese cyklooxygendzy 2
(COX-2) se nepodafilo ziskat vyrazné ucinnou sekvenci shRNA. Bylo piipraveno nékolik
kloni bunécné linie Hep2 se specificky a stabiln€¢ inhibovanou expresi COX-1
(Hep2 shRNAT), které byly vyuZity pro dalsi studie. Snizeni COX-1 bylo potvrzeno na
urovni mRNA pomoci real-time PCR, na Grovni proteini pomoci Westernu blotu a na funk¢éni
urovni metodou ELISA. Specifickd a stabilni inhibice exprese COX-1 zpisobila vyrazné
sniZzeni mikrozomalni prostaglandin E syntazy 1 (mPGES-1). Dale bylo v liniit Hep2 shRNAI
nalezeno vyznamné zvySeni hladiny mRNA genu ABCC4 (,,ATP-binding -cassette,
sub-family C, member 4%). Tento gen koduje transportér MRP4 (,,Multidrug resistance
protein 4%), ktery je prenaSecem nckterych cytostatik, antivirotik a prostanoidi. VySe uvedené
vysledky ukazuji, ze mPGES-1, ktera je povazovédna za izoformu piednostné se parujici
s COX-2, mize byt transkripéné spojena také s COX-1. ZvySeni exprese genu ABCC4 piinasi
dalsi diikaz, Zze je MRP4 zapojen do transportu prostanoidi. Tento nalez mize mit take velky
klinicky vyznam pfi lécbé rakoviny pii kombinovaném uzivani cytostatik a nesteroidnich

antiflogistik.



UVOD

2. Uvod

Cyklooxygenaza (COX) je kliCovym enzymem v metabolismu arachidonové kyseliny
(AA). Pomoci COX je AA pfeménovana na nestabilni meziprodukt, prostaglandin H,, ktery je
dalSimi enzymy metabolizovin na mnozstvi raznych biologicky aktivnich latek,
tzv. prostanoidii. Prostanoidy maji dilezitou regulacni funkci vtadé fyziologickych
a patofyziologickych procesii jako je naptiklad ochrana Zalude¢ni sliznice, srazlivost krve,
horecka, bolest, zan€t a mnoho dalSich.

V poslednich desetiletich bylo dosazeno velkého pokroku v pochopeni role COX
v raznych procesech. V soucasnosti jsou znamy dv€é hlavni izoformy tohoto enzymu
koédované riiznymi geny. Cyklooxygenaza 1 (COX-1) je exprimovana pievazné konstitutivné
a uplatiiuje se zejména ve fyziologickych procesech. Vroce 1991 byla objevena druha
izoforma, cyklooxygenaza 2 (COX-2), ktera je zodpovédnd ptedev§im za vznik horecky,
bolesti a zanctu. Existuje mnoho praci ukazujicich na zapojeni COX-2 také do procesu
karcinogeneze. Krom¢ informaci o dvou vySe uvedenych zakladnich izoformach se objevuji
idikazy o existenci dalSich variant, zejména sestfihové varianty COX-I,
tzv. cyklooxygenazy 3.

Cyklooxygenazy jsou z klinického hlediska velmi dalezitymi enzymy, nebot’ zejména
na jejich inhibici je zaloZeny mechanismus U€inku nesteroidnich antiflogistik (NSA). NSA
jsou jedny z nejpouzivangjSich 1€kl na svété pro 1écbu bolesti, zanétu a horecky. Bohuzel pii
jejich dlouhodobém uzivani miZze dojit ke vzniku neptiznivych vedlejSich ucinki, jejichz
povaha a rozsah je zavisla mimo jiné i na volbé léCiva z této skupiny. Pfesny mechanismus
ucinku NSA zatim neni zcela zndmy. Hlubsi pochopeni funkce jednotlivych izoforem COX
by mohlo pomoci vice objasnit pavod téchto nezadoucich piiznakid a ptispét tak k vyvoji

Cilem této prace bylo prohloubit znalosti o vzajemnych vztazich mezi geny kodujicimi
cyklooxygenazy a geny blizce ¢i vzdalené souvisejicimi s metabolismem AA. K tomuto tcelu
bylo vyuzito tzv. RNA interference, ktera je v souasné dobé jednim z nejvice vyuzivanych
ptistuptl pro cilenou inhibici exprese gentl. Cilem bylo pfipravit modelovou buné¢nou linii se
specificky snizenou expresi vzdy jedné z izoforem COX a vyuzit ji pro studium vztahi mezi

jednotlivymi geny metabolismu AA na trovni mRNA.
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3. Prehled literarnich poznatku

3.1. RNA interference

V poslednim desetileti se pro specifické sniZovani exprese genti na Urovni mRNA
zaCalo hojn¢ vyuzivat tzv. RNA interference (RNA1), kterd se zdd byt naptiklad ve srovnani
s antisense* oligonukleotidy uc¢inngjsi (Bertrand et al. 2002). RNAi je pfirozeny
posttranskripéni mechanismus, pii1 kterém dochéazi ke specifickému Stépeni komplementarni
mRNA a jeji nasledné degradaci. Jednim z diivodii vyssi efektivity RNAi mize byt moZnost
opakovaného vyuziti jedné molekuly siRNA (,,small interfering RNA*) pro degradaci vice
molekul mRNA (Hutvagner and Zamore 2002). Pozitivni vliv na G¢innost mize mit také
inkorporace ,antisense” fetézce do RISC komplexu (,,RNA-induced silencing complex®,
kapitola 3.1.1.), kde je chranén ptred endogennimi RNazami (Dykxhoorn, Palliser, and
Lieberman 2006).

Prvni zminky o procesu utlumovani az uml€ovani genti, pozdéji znamému jako RNAI,
se objevily koncem 80. let 20. stoleti u rostlin (Napoli, Lemieux, and Jorgensen 1990; van der
Krol et al. 1990). Proces RNA1 byl popsdn v roce 1998 u hlistice Caenorhabditis elegans
(Fire et al. 1998). Za tento objev ziskali koncem roku 2006 Andrew Z. Fire a Craig C. Mello
Nobelovu cenu za I¢katstvi a fyziologii. Kromé rostlin a hlisti se RNAi vyskytuje také u hub,
prvokt a vysSich eukaryot (Struncova et al. 2005).

RNAI1 slouzi k regulaci genové exprese a jako obranny mechanismus buniky proti
virim a transpozonim (Hammond et al. 2000; Dykxhoorn, Palliser, and Lieberman 2006).
MozZnost specificky utlumit expresi urCitého genu ma rozsahlé praktické vyuZziti. RNAi se
stala u€innym nastrojem k charakterizaci geni ve funkéni genomice. Dale je potencidlné

vyuZitelna pro vyvoj novych terapeutik, naptiklad antivirotik.

3.1.1. Mechanismus RNA interference

Pti RNAI1 je nejprve v prvnim kroku RNazou III nazvanou Dicer (Bernstein et al.
2001) stépena dlouhd dvoufetézcovd molekula RNA (dsRNA; ,,double stranded RNA*) na
tzv. siRNA molekuly (Zamore et al. 2000; Elbashir, Lendeckel, and Tuschl 2001). Molekuly
siRNA jsou dlouhé okolo 21 nukleotidii s dvounukleotidovymi ptecnivajicimi 3’ konci

(Elbashir, Lendeckel, and Tuschl 2001) a mohou byt do buniky dodany také uméle.
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V druhém kroku jsou molekuly siRNA vélenény do multiproteinového komplexu,
tzv. RISC (Hammond et al. 2000). V tomto komplexu se nachazi helikaza, ktera odvine jeden
z fetézcl RNA, zatimco zbyly z fetézcl zlstava v RISC za vzniku tzv. aktivovaného RISC
komplexu (Nykanen, Haley, and Zamore 2001). Funkci tohoto fetézce je specificky
zamétovat cilovou sekvenci. Pomoci proteinti s nukledzovou aktivitou, které jsou také
soucasti RISC, dochazi po navazani sekvencné specifické siRNA ke $tépeni cilové mRNA,
¢imz se zahdji jeji degradace bunéénymi RNazami (Gong et al. 2005). Mechanismus RNAI1 je

znazornén na obr.1.

umela sikMNA

Uprava
dsRNA

dsRNA — ATP ADP+P Rls
@ #l -

ATPD aktivace RISC

ADP+P
{0 .

pfipojeni RISC
k cilové mRNA

Q cilovy gen

~

cilova mENA

"""""""""e{peni cilové mRNA

FENEEEEEEY
AL oy A

Obr.1: Mechanismus RNA interference. Prevzato od Struncovd a kol. (Struncova et al.

2005).
Zkratky: ADP = adenosindifosfat; ATP = adenosintrifosfat; P = fosfat,; poly A = polyadenylovany.
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3.1.2. siRNA a shRNA sekvence

Pro sniZeni exprese geni pomoci RNAi mliZze byt pouzZito dvou zékladnich strategii.
V prvnim pftistupu jsou do cytoplazmy vpravovany dvoufetézcové siRNA. Druhou moznosti
je pouziti plazmidi nebo virovych vektor obsahujicich DNA sekvenci kodujici RNA
o vlasenkové struktuie (shRNA; ,sshort hairpin RNA*), ze které Dicer vysStépi fragment
siRNA duplexu, analogicky jako u endogennich miRNA (mikroRNA) (Bartel 2004; Pillai
2005). Kazda z téchto dvou strategii ma své vyhody a nevyhody.

Pouziti syntetickych siRNA je relativné ¢asové méné€ narocné. Diky tomu je mozné
v kratkém casovém useku vyselektovat G€inné sekvence ze Siroké palety siRNA navrZzenych
pro dany gen. Pfi této metodé je nutné dosahnout vysoké ucinnosti transfekce, nebot
neuspeéSné transfekované buiiky jiz neni mozné dale selektovat pomoci antibiotika. Dalsi
nevyhodou této metody je fakt, ze snizeni exprese genu pomoci syntetickych siRNA je pouze
docasné, nebot’ koncentrace siRNA se po nékolika bunécnych d€lenich natedi a navic jsou
siRNA sekvence v bunice degradovany RNazami. Doba trvani G€inku syntetickych siRNA se
pohybuje od nékolika dni po 4 tydny, pficemz limitujicim faktorem je zejména rychlost déleni
daného typu bunék (Bartlett and Davis 2006). Pro nové experimenty je tedy nutné piipravovat
»stejnou’ linii stale znovu, ¢imz se ale nezajisti upIln€ shodné vlastnosti dané linie a navic se
tak zvySuje cenova narocnost metody.

Nespornou vyhodou druhého pfistupu je moznost trvalého snizeni exprese genil.
Pomoci shRNA je ziskana linie se stabilnim fenotypem, kterou mizeme uchovat a pouzivat
pro razné experimenty. Nevyhodou je €asovd ndroCnost piipravy téchto linii zahrnujici
zaklonovani shRNA do expresnich plazmida, selekci pomoci antibiotika a pfipravu
jednotlivych klonii. Dal$i nevyhodou je moZzné ovlivnéni dané linie samotnym procesem
vneseni plazmidu (plazmid se miize zaClenit kdekoliv do genomu a ovlivnit dalsi geny), dale
selekci antibiotikem a rozklonovanim bunééné linie. Pro sniZeni pravdépodobnosti zkresleni

vysledki experimentu je vhodné testovat vzdy vice klonti dané linie.

3.1.3. Nespecificka imunitni odpovéd’ buniky

Dlouhé dsRNA indukuje v buiice nespecifickou (interferonovou, antivirovou) imunitni
odpoveéd’, ktera obvykle vede spise k apoptdze nez ke specifickému umlcovani geni (Stark et
al. 1998). Kratké dsRNA (méné nez 30 nukleotidl) ve vétSiné piipadil interferonovou

odpoveéd’ neaktivuji (Elbashir et al. 2001). K aktivaci mize dojit zejména ve velmi citlivych
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bunéénych liniich a pfi vysoké koncentraci pouZzité siRNA (Bridge et al. 2003; Sledz et al.
2003; Dorsett and Tuschl 2004; Persengiev, Zhu, and Green 2004), nicméné ve vétSin€ studii
nebyl tento problém pozorovan (Dykxhoorn, Palliser, and Lieberman 2006).

Nespecificka imunitni odpovéd’ slouzi zeyjména k ochrané buiiky proti virové infekci.
Klicovym jevem antivirové imunitni odpovédi je syntéza a sekrece interferont (IFN) typu I,
napiiklad IFN-a a IFN-f, které vykazuji antiproliferativni a imunomodulacni G€¢inky (Honda
et al. 2005).

Pti antivirové odpovédi nejprve dochéazi systémem receptort k odhaleni viru v bunice
a nasledné k iniciaci kaskady proteinovych signali regulujicich syntézu interferonti (Seth,
Sun, and Chen 2006). Byly objeveny dvé€ signdlni drahy aktivujici vnitfni imunitni odpovéd’
proti virové infekci v hostitelské buiice (Seth, Sun, and Chen 2006).

Jedna z drah vyuziva ¢lenti rodiny TLR (,,Toll-like receptor) (Akira and Takeda
2004), které detekuji viry po vstupu do buiikky endocytdézou. Draha ,,TLR* indukuje produkci
interferond prostfednictvim nékolika signalnich proteinti, které nakonec vedou k aktivaci

transkripCnich faktort NF-xB, IRF3 a IRF7 (Obr.2).

\.'irus

endozom S
dsRNA dsRNA
SSRNA [heiikiza
RIG |
TLR3 TLRY/

mitochondrie

IRF3/7
» NF-AB
» | ATF-2/c-Jun

cytoplazma

Obr.2: Draha ,,TLR* antivirové imunitni odpovédi buiiky. Prevzato od Seth a kol. (Seth,
Sun, and Chen 2006), upraveno.

Zkratky: ATF-2 = , activating transcription factor 2°; c-Jun = ,,jun oncogene®; CpG = kratke
opakujici se sekvence DNA bohaté na cytosiny a guaniny, LRR = , leucine rich repeats;
MyD88 = ,, myeloid differentiation primary response gene (88)“; PRO = , proline-rich region*;
sSRNA = jednoretézcova RNA; TIR = ,, Toll/IL-1 receptor”; TRIF = , toll-like receptor adaptor
molecule 1.
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Druha draha vyuziva jako receptoru pro intracelularni virovou dsRNA cytosolického
proteinu RIG-I (,,Retinoic acid inducible gene 1) (Yoneyama et al. 2004). RIG-I obsahuje
C-terminalni RNA helikazovou doménu, ktera se vaze k virové dsRNA a dvé N-terminalni
domény CARD (,,Caspase recruitment domain®). Navazani dsSRNA na helikazovou doménu
pravdépodobné zptisobi konformacéni zmény, které aktivuji domény CARD (Seth, Sun, and
Chen 2006). CARD spusti signalni drahy aktivujici NF-xB a IRF prostfednictvim
adaptorového proteinu MAVS (,,Mitochondrial anti-viral signaling protein®) (Seth et al.

2005), ktery se nachdzi na mitochondrialni membran¢ (Obr.3).

VAL UL IIIIIIIHIIHIHHH

i 1‘\“\ \l\'”“"]]l PALEEER L '“i””l”fm 1 ”5J "'”l ””H”

\mmm%hqmm

intracelularni i,
~ > dsRNA

[ helikiza
CARD X CARD)
N
wavs [[Earo) ERO)

RIG-I

mitochondrie

cytoplazma

jadro

Obr.3: Draha ,,RIG-I* antivirové imunitni odpovédi buiiky. Prevzato od Seth a kol. (Seth,
Sun, and Chen 2006), upraveno.

Zkratky: HCV NS3/44 = serinova protedza viru hepatitidy C; IKK = ,,conserved helix-loop-helix
ubiquitous  kinase”; P =fosfat; PRO = , proline-rich vregion”; Ub = ubiquitin,
TBK-1 =, TANK-binding kinase 1.
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3.2. Metabolismus arachidonové kyseliny

Arachidonova kyselina (AA) je esencidlni mastnd kyselina s dvaceti uhlikovymi
atomy a4 cis dvojnymi vazbami. Je uvolilovdna z membranové vazanych fosfolipidi
pusobenim fosfolipazy A,. V buiikdch je pfeméinovana pomoci nékolika enzymatickych
systémti na biologicky aktivni molekuly, které se souhrnné nazyvaji eikosanoidy.
komplex s kliCovym enzymem cyklooxygenazou (kapitola 3.3.1.). Pomoci cyklooxygenazové
aktivity katalyzuje tento enzym preménu AA na nestabilni meziprodukt, prostaglandin (PG)
G,, ktery je dale pfeménén peroxiddzovou aktivitou na PGH,. PGH; je metabolizovan dal§imi
enzymy, izomerazami a oxidoreduktizami, na rtzné biologicky aktivni prostaglandiny
a tromboxany (souhrnné nazyvané prostanoidy), naptiklad PGD, PGE,, PGF,, PGI,
(prostacyklin) a tromboxan (TX) A;. PGD, miZe byt dale pteménén na PGJ, (Pettipher,
Hansel, and Armer 2007). Produkce prostanoidl je tkanové specificka, zavisi na hladinach
jednotlivych enzymt v dané tkani (Dubois et al. 1998; Smith, DeWitt, and Garavito 2000).

Déle mize byt AA metabolizovana lipoxygenazovou drahou. Enzym 5-lipoxygenaza
pretvaii arachidonovou kyselinu na leukotrieny (LT) (Romano and Claria 2003), které se
uplatiiuji zejména jako mediatory alergickych reakci, pti anafylaxi a astmatu a pisobi silné
bronchokonstrikéné. Pomoci 12- nebo 15-lipoxygeniazy mohou vznikat /lipoxiny, které
zastavuji prozénétlivy signadl azahajuji opravu zanétem posSkozené¢ tkdné nebo
12- a 15-hydroxyeikosatetraenové kyseliny (12-HETE a 15-HETE), které se podili na regulaci
angiotenzinového systému v ledvinach.

Dals$i moZnosti je zpracovani AA pomoci enzymii cytochromu P450, epoxygenaz na
epoxyeikosatrienové kyseliny a hydroxylaz na hydroxyeikosatetraenové kyseliny. Tyto latky
ovlivitujyi napfiklad bunécnou proliferaci, zanét, hemostdzu, plsobi vazodilatatné nebo
vazokontrik¢éné a uplatiiuji se pii regulaci transportu iontli (Kroetz and Zeldin 2002).

Zakladni cesty metabolismu AA zndzoriuje obr.4.
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Obr.4: Metabolismus arachidonové kyseliny (Simmons, Botting, and Hla 2004), upraveno.
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3.3. Vybrané geny metabolismu arachidonové kyseliny

3.3.1. Cyklooxygenaza

Enzym cyklooxygendza (COX), znama také pod ndzvem prostaglandin endoperoxid
syntaza (E.C. 1.14.99.1), je ¢lenem nadrodiny myeloperoxidaz. COX se vyskytuje minimaln¢
ve dvou izoforméach, prvni je cyklooxygendza 1 (COX-1), druhou cyklooxygenaza 2
(COX-2). Ob¢ izoformy patii mezi membranoveé vazané proteiny, které se nachazi zejména
v endoplazmatickém retikulu. Ackoli je kazdd z téchto izoforem kodovana samostatnym
genem, jejich sekvence aminokyselin je homologni z 60-65 % (Chandrasekharan and
Simmons 2004) a katalytickd doména obsahujici peroxidazové a cyklooxygenazové aktivni

misto je témet shodna (Warner and Mitchell 2004).

3.3.1.1. Cvklooxygenaza 1

COX-1 je enzym o molekulové hmotnosti 67 kDa, ktery je kodovan genem o velikosti
22 kb lezicim na chromozému 9. Nachazi se v lumen endoplazmatického retikula a v jaderné
membrané. COX-1 je konstitutivné exprimovana ve vétSin€ savéich bunck a tkénich, ve
velkém mnozstvi se mize nachazet 1 v nddorech (Hwang et al. 1998; Kirschenbaum et al.
2000; Sales et al. 2002). Je zodpovédna za produkci prostanoidii uplatiiujicich se zejména ve
fyziologickych funkcich, naptiklad PGE, a PGI, v zalude¢ni a stfevni sliznici, kde maji
ochrannou funkei. Za urc¢itych podminek miiZze byt indukovana externimi podnéty (Hamasaki

et al. 1993).

3.3.1.2. Cvklooxygenaza 2

Velkym posunem vpied byl v roce 1991 objev druhé izoformy COX, COX-2 (Xie et
al. 1991). Molekulova hmotnost COX-2 je 72 kDa a je kodovdna genem o velikosti 8,3 kb
nachézejicim se na chromozému 1. COX-2 je indukovéna stimulanty jako jsou mitogeny,
cytokiny a ristové faktory. Tato izoforma se uplatiiuje pfedevSim v patofyziologickych
procesech (zejména v zanétu, horeCce a bolesti), méné jiz v procesech fyziologickych,
naptiklad pti udrzovani rovnovahy tekutin v ledvinach (Khan et al. 2002).

Bylo publikovano mnoho praci, ve kterych byl popsan vyskyt zvySené konstitutivni
exprese COX-2 v solidnich nadorech, naptiklad v nadoru tlustého stieva (Maekawa et al.

1998), prostaty (Gupta et al. 2000), prsou a také pankreatu a moCového méchyie (Gasparini et
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al. 2003). U nékterych typti rakoviny mira exprese COX-2 jasné koreluje s mirou preziti
pacientil. Vztah mezi expresi COX-2 a vznikem a vyvojem nddoru byl potvrzen 1 genetickymi
studiemi (Oshima et al. 1996; Williams et al. 1996). Obecné je exprese COX-2 vyssi u dobie

diferencovanych tumorti a v metastazich.

3.3.1.3. Nesteroidni antiflogistika

Na inhibici cyklooxygenaz je =zalozeny mechanismus uUc¢inku nesteroidnich
antiflogistik (NSA). Tato skuteCnost byla poprvé popsdna vroce 1971 (Vane 1971).
Nicméné, mnoho studii také ukéazalo, Ze napiiklad protizanétlivé a antiproliferativni 0¢inky
nekterych NSA nejsou zplisobeny pouze inhibici COX, ale ¢astecné jsou na tomto enzymu
nezavislé (Tegeder, Pfeilschifter, and Geisslinger 2001; Denkert et al. 2003; Maier et al.
2004).

NSA patii na svété k nejvice pouzivanym terapeutickym agens pro lécbu bolesti,
zanétu a horecky. Jsou vyuzivany v riznych formach jiz vice nez 3 500 let. Pted vice nez
stoletim byla izolovdna a modifikovana slou€enina z vrby (salix alba) a nabidnuta k prodeji

jako ,,aspirin®. Nasledné z ni bylo odvozeno mnozstvi podobnych sloucenin.

Dle miry selektivity k jednotlivym izoformdm COX lze NSA rozdélit do tii skupin
(Lincova et al. 2002).

a) Neselektivni inhibitory COX: ovliviiuji COX-1 1 COX-2. Patfi sem
vét§ina pouzivanych NSA, naptfiklad aspirin, indometacin, naproxen,
ibuprofen a mnoho dalSich.

b) Preferencéni inhibitory (meloxikam, nimesulid): maji pfiblizné
2-100 nasobn¢ vyssi selektivitu ke COX-2.

C) Selektivni inhibitory COX-2 (koxiby): v terapeutickych davkach in vivo

neovliviiuji COX-1. Mezi nejzndmé¢;jsi koxiby patii rofecoxib a celecoxib.

Pti dlouhodobém uzivani NSA se u nekterych pacientli projevuji vedlejsi nezddouci
uc¢inky. U neselektivnich NSA jde zejména o neptfiznivy vliv na gastrointestindlni trakt,
naptiklad vznik zalude¢nich viedt (Graham et al. 1993), coz je pravdépodobné zpiisobeno
inhibici COX-1. Naproti tomu dlouhodobé uzivani koxibli je spojeno se zvySenym rizikem

vyskytu kardiovaskularnich ptihod (Wright 2002; Kwong 2004; Kearney et al. 2006).
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Na druhou stranu, pouziti NSA ssebou mize nést 1 mnoho piiznivych ucinki,
naptiklad ochranné ucinky proti rakoviné (Rao et al. 1995; Reddy, Rao, and Seibert 1996;
Steinbach et al. 2000) nebo oddéleni a prevence Alzheimerovy choroby (Sastre, Klockgether,
and Heneka 2006).

3.3.14. Dalsi izoformy cvklooxygenaz

Kromé¢ dvou vySe uvedenych byla objevena jeSté treti izoforma cyklooxygenazy
(Chandrasekharan et al. 2002). Tento enzym byl nazvan cyklooxygenaza 3 (COX-3), pozd¢ji
také COX-1b nebo COX-1v (Hersh, Lally, and Moore 2005). COX-3 je kdédovana stejnym
genem jako COX-1, ale na rozdil od této izoformy si pti sesttihu mRNA ponechava intron 1
(Chandrasekharan et al. 2002; Hersh, Lally, and Moore 2005). COX-3 byla poprvé nalezena
ve tkani psi mozkové kiry, u lidi se COX-3 nachdzi v nejvétsim mnozstvi v mozkové kire
a srdci (Chandrasekharan et al. 2002).

Pocatecni studie tykajici se psi formy COX-3 ukazaly, ze tato izoforma je selektivné
inhibovana jak NSA, tak 1 léky ze skupiny analgetika-antipyretika (naptiklad
acetaminofenem, fenacetinem, antipyrinem a dipyronem), které postradaji protizanétlivé
ucinky (Chandrasekharan et al. 2002). Na zdklad¢ tohoto poznatku se zaCalo predpokladat, ze
inhibice COX-3 by mohla byt mechanismem, kterym tyto léky snizuji bolest a potencialné
1 horecku. Bohuzel psi a krysi/lidskd izoforma COX-3 se ve své sekvenci liSi v poctu
nukleotidl v intronu 1, coz vede k posunuti ¢teciho rdmce a u krysi/lidské formy ke vzniku
katalyticky neaktivniho enzymu (Hersh, Lally, and Moore 2005; Kis, Snipes, and Busija
2005; Snipes et al. 2005).

Objevily se také publikace zminujici existenci dalSich sestfihovych variant COX.
Neékteré z nich naptiklad upozoriuji na riznou citlivost COX-2 k acetaminofenu (Simmons et
al. 1999; Botting 2000), ale neexistuji dostatecné dikazy, ze byl tento jev zpiisoben
ptitomnosti vice izoforem COX-2. Nicméné, teorie, Ze by ze dvou genil kodujicich enzym
cyklooxygendzu (COX-1 a COX-2) mohlo byt odvozeno vice izoforem vyskytujicich se
v raznych tkénich (Obr.5), by mohla alespoii z¢asti vysvétlovat zatim ne zcela objasnéné
rozdily mezi U¢inky riznych NSA a 1ékl patticich do skupiny analgetika-antipyretika
(Warner and Mitchell 2002).
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COX-1 3 coxmw? coxz COX-2
inducibilni s titutivn konstitutivini  inducibilni

( :T neselektivni NSA | )
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Gastrointestinalni trakt (PGE,, PGL - ochrana sliznice)
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Obr.5: Navrh riznych izoforem COX vznikajicich 7 genit kodujicich COX-1 a COX-2. Dva
oddelenée geny pro COX-1 a COX-2 mohou dat vznik radé konstitutivnich a inducibilnich
proteinit COX s prekryvajicimi se funkcemi (Warner and Mitchell 2002), upraveno.

Zkratky: CNS = centrdalni nervova soustava.

21



PREHLED LITERARNICH POZNATKU

3.3.2. Prostaglandin E syntazy

PGE, je hlavnim metabolitem aktivovaného enzymu COX (Horton et al. 1999). Je
medidtorem horecky a zanétu a kromé toho hraje také duleZitou roli v normalni fyziologii
tkani, napt. epitelovych tkdni gastrointestindlniho traktu (Chandrasekharan et al. 2005;
Samuelsson, Morgenstern, and Jakobsson 2007; Yang 2007). PGE, vznika izomeraci PGH;
pomoci enzymu prostaglandin E syntazy (PGES).

V soucasné dobé jsou popsany nejméné 3 izoformy prostaglandin E syntazy
s odliSnymi enzymatickymi vlastnostmi a lokalizaci v bufice (Murakami et al. 2002;
Murakami et al. 2003; Chandrasekharan et al. 2005). Mikrozomalni prostaglandin E syntaza 1
(mPGES-1 neboli prostaglandin E syntdza; PTGES) a mikrozomalni prostaglandin E
syntaza 2 (mPGES-2 neboli prostaglandin E syntaza 2; PTGES2) jsou membranové vazané
enzymy. mPGES-1 je c¢lenem nadrodiny MAPEG (,,Membrane Associated Proteins in
Eicosanoid and Glutathione metabolism*) a jejim esencidlnim kofaktorem je glutathion. Tato
izoforma je silné¢ indukovéana prozanétlivymi a mitogennimi faktory, nicméné v nékterych
tkénich (napf. plicich, slezin€ a ledvinach) mtize byt exprimovana konstitutivné. mPGES-1 je
inhibovana glukokortikoidy. Druhd membranové vazand PGES, mPGES-2, je konstitutivné
exprimovana v riznych tkanich a na rozdil od mPGES-1 neni indukovana prozanétlivymi
signaly. Tieti izoformou PGES je cytosolickd prostaglandin E syntdza (cPGES neboli
prostaglandin E syntaza 3; PTGES3). Je spojena s proteinem Hsp90 (,,Heat-shock
protein 90%) a je konstitutivné exprimovana v mnoha typech bun¢k a tkani.

Kazda z vySe jmenovanych izoforem prostaglandin E syntdzy ,,spolupracuje* riznou
mérou s jednotlivymi izoformami cyklooxygenazy. mPGES-1 je pfednostné spojena
s COX-2, zatimco cPGES s COX-1. Posledni izoforma, mPGES-2, je schopna se ,,parovat*
pti syntéze PGE; s obéma izoformami COX, s mirnou preferenci ke COX-2 (Murakami et al.
2002; Murakami et al. 2003; Chandrasekharan et al. 2005). Nicméng, ,,parovani* termindlnich
PGES s jednotlivymi izoformami COX a jejich ptfinos pro syntézu PGE, nejsou jesté plné

objasnény a tento problém je tieba jeste vice prostudovat.
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3.3.3. Tromboxan A syntaza 1 a prostaglandin I, (prostacyklin)
syntaza

Dalsimi dilezitymi enzymy patiicimi do metabolismu AA jsou tromboxan A syntaza 1
(TBXAS1) a prostaglandin I, syntdza (PTGIS). Oba tyto enzymy jsou ¢leny nadrodiny
enzymi cytochromu P450, do kter¢ patii spiSe na zdkladé¢ podobnosti sekvence nez
podobnosti funkéni. Tyto membranové vazané proteiny se nachdzi v endoplazmatickém
retikulu.

TBXAS1 katalyzuje izomeraci PGH, na TXA, (Wang and Kulmacz 2002) a jeji
aktivita byla poprvé popséana v krevnich destickach (Needleman et al. 1976). TXA; je silnym
vazokonstriktorem, zprostiedkovava aktivaci trombocytti a jejich agregaci (Ogletree 1987;
Pradono et al. 2002). TXB, je produktem neenzymatické premény TXA,, ktery je za
fyziologickych podminek vysoce nestabilni (Castelli et al. 1989).

PTGIS katalyzuje preménu PGH, na PGI, (prostacyklin). PGI, je hlavnim produktem
metabolismu AA v cévach a je antagonistou TXA,. Jeho ucinky spocivaji zejména v silné
indukci vazodilatace v plicnim i systémovém obchu a inhibici agregace a adheze trombocytu.
Je pravdépodobné, ze prostacyklin plisobi antiproliferacné a brani remodelaci cév (Pradono et
al., 2002; Kajita et al., 2005; Poole et al., 2006).

Jak jiz vyplyva z funkci jejich produkti, oba tyto enzymy hraji dilezitou roli
v nékterych fyziologickych a patofyziologickych procesech, napiiklad v hemostaze a pti
rozvoji chorob kardiovaskuldrniho systému. Nerovnovaha mezi hladinami PGI, a TXA,; miize

ptispivat ke vzniku ateroskler6zy, infarktu myokardu a cévnich mozkovych ptihod.

3.3.4. Prostaglandin D, syntazy

Prostaglandin D, syntaza je izomeraza preménujici PGH; na PGD,. Existuji nejméné
dvé formy tohoto enzymu, lipokalinovd prostaglandin D, syntdza a hematopoeticka
prostaglandin D, syntaza (Pettipher, Hansel, and Armer 2007).

Lipokalinova (cerebralni, mozkova) prostaglandin D, syntaza (PTGDS) je
exprimovana zejména v centralnim nervovém systému, dale v muzskych pohlavnich organech
a srdci a je sekretovana do mozkomi$niho moku, seminalni plazmy a krevni plazmy.
Sledovani koncentrace PTGDS v téchto télnich tekutinach je moZzné vyuzit pro diagnostiku
nekterych neurologickych onemocnéni, dysfunkce tvorby spermii a kardiovaskularnich

a ledvinnych chorob (Chen, Huang, and Zhou 2004).

23



PREHLED LITERARNICH POZNATKU

Hematopoetickd (krvetvornd) prostaglandin D, syntaza (PGDS) je cytosolicky enzym,
ktery pro svou funkci vyzaduje pritomnost glutathionu (Kanaoka and Urade 2003). Tato
forma produkuje PGD, v zirnych burikach, v antigen prezentujicich buiikdch a Th2 buiikach
(Kanaoka and Urade 2003).

PGD, se uplatiiuje pfi vazodilataci, bronchokonstrikci a inhibici agregace krevnich
desti¢ek (Kanaoka and Urade 2003). Déle se mlze podilet na regulaci spanku (Urade and
Hayaishi 1999) a vnimani bolesti (Eguchi et al. 1999). Je pievladdajicim prostaglandinem

nachdzejicim se v misté alergickych zanéth (Pettipher, Hansel, and Armer 2007).

3.3.5. Arachidonat 5-lipoxygenaza a arachidonat S-lipoxygenazu-

aktivujici protein

vvvvvv

je S-lipoxygendza (ALOXS). Tento enzym katalyzuje oxygenaci a naslednou dehydrataci AA
za vniku nestabilniho LTA4 (Peters-Golden and Brock 2003). Aktivita ALOXS byla poprvé
popsana vroce 1976 (Borgeat, Hamberg, and Samuelsson 1976). U lidi je exprimovéna
v bunikach myeloidni linie, B-lymfocytech a endotelidlnich bunkéch plicni artérie (Romano
and Claria 2003). Pro svou aktivaci vyzaduje ALOXS pomocny protein, arachidonat
S-lipoxygenazu-aktivujici protein (ALOX5AP, FLAP) (Peters-Golden and Brock 2003), na
ktery se ukotvuje pii translokaci do plazmatické membrany. V piipadé inhibice ALOX5AP
dochazi k zabranéni translokace ALOXS do bunééné membrany a inhibici jeji aktivace.

LTA4 mize byt déale hydrolyzovan pomoci LTA4 hydrolazy na LTB4 nebo
metabolizovan pomoci LTC4 syntdzy na LTC4 (Folco and Murphy 2006). LTC4 miize byt
dale modifikovin na LTD4 a dale LTE4. LTC4, LTD4 a LTE4 patfi do skupiny
tzv. cysteinylovych leukotrient, diive znamych jako SRS-A (,,Slow Reacting Substance of
Anafylaxis®) (Peters-Golden and Brock 2003). Vysokd hladina cysteinylovych LT mutze
zpusobit anafylakticky Sok.

Nazev leukotrieny vznikl spojenim slov ,,leukocyty*, ve kterych se LT nejCastéji tvoii,
a ,trieny*, protoze ve své struktufe obsahuji tfi konjugované dvojné vazby. Leukotrieny jsou
tvofeny zejména v leukocytech a uplatiiuji se zejména v astmatu a alergickych nemocech.

(Peters-Golden and Brock 2003).
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3.4. MRP4/ABCC4

MRP4 (,Multidrug resistance protein 4°) patiti do rodiny tzv. ABC transportérd,
podrodiny C (z toho je také odvozeno oznaCeni genu kodujiciho tento protein - ABCC4;
“ATP-binding cassette, sub-family C, member 4°). MRP4 zprostiedkovava ATP-dependentni
transport riiznych organickych aniontl, naptiklad cyklickych nukleotidi cAMP a cGMP
(Zhou et al. 2008), glutathionu (Lai and Tan 2002), folatu (Chen, Lee, and Kruh 2001; Chen
et al. 2002) a steroidnich konjugati (Zeng et al. 2000). Mezi substraty MRP4 patii také
antivirova agens, napt. gancyclovir (Adachi et al. 2002), azidothymidin monofosfat (Sampath
et al. 2002), 6-merkaptopurin a 6-tioguanin (Chen, Lee, and Kruh 2001) a déle 1éky podavané
pii1 1é¢be rakoviny, jako naptiklad topotekan (Leggas et al. 2004), irinotekan a jeho aktivni
metabolit SN-38 (Leggas et al. 2004; Tian et al. 2005), leukovorin (Chen et al. 2002)
a metotrexat (Kool et al. 1999; Lee, Klein-Szanto, and Kruh 2000; Chen et al. 2002).

3.4.1. Zapojeni MRP4/ABCC4 do metabolismu arachidonové kyseliny

Nekteré publikace prinaseji dikazy, ze se MRP4 uplatiiuje pii transportu prostanoidii
(Reid et al. 2003; Rius et al. 2005; Lin et al. 2008). S timto je v souladu 1 fakt, ze se MRP4
vyskytuje v mnoha tkanich a je siln€ exprimovan zejména v ledvinach a prostaté, organech
spojenych s produkci vysokych hladin prostanoidii (Kool et al. 1997; Reid et al. 2003; Warner
and Mitchell 2003).

V souvislosti zapojeni MRP4/ABCC4 do metabolismu COX je také zajimave, ze
NSA, kromé inhibice vlastni syntézy prostanoidii (kapitola 3.3.1.3.), inhibuji také jejich
aktivni transport z bun¢k, ve kterych vznikaji. Byla nalezena zdvislost mezi chemickou
strukturou jednotlivych NSA a jejich schopnosti inhibovat ptenos prostanoidiit pomoci MRP4.
Naptiklad flurbiprofen, ibuprofen, indoprofen, ketoprofen (pattici k derivatim kyseliny
propionové) nebo indometacin (skupina indolovych/indenovych derivatii kyseliny octove)
jsou v terapeutickych koncentracich silnymi inhibitory MRP4, zatimco diklofenak (heteroaryl
derivaty kyseliny octové) nebo celecoxib a rofecoxib (diaryl heterocyklické derivaty) jsou
spiSe netcinné (Reid et al. 2003; Warner and Mitchell 2003).

Neékteré NSA inhibuji transport i1 dalSich potvrzenych substratt MRP4, naptiklad
metotrexatu (El-Sheikh et al. 2007).
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4. Cile prace

Tato prace byla zaméfena zejména na studium genii metabolismu AA, predevSim
enzymu COX. K tomuto tcelu bylo vyuzito zejména cilené¢ inhibice exprese genii pomoci

RNA..
V této praci byly vyty€eny nésledujici cile:

1) Ptiprava modelové bunécné linie se stabilné snizenou expresi vzdy jedné s izoforem COX
(COX-1/COX-2) prostiednictvim RNAi. Tento cil se sklddal z téchto dil¢ich cilt:
a) Navrh a syntéza sekvenci shRNA specifickych vzdy pro jednu z izoforem COX.
b) Konstrukce vhodného vektoru pro expresi shRNA sekvenci v eukaryotickych
bunéénych liniich, zaklonovani shRNA sekvenci.
c) Transfekce plazmidi se zaklonovanymi shRNA sekvencemi do vhodné lidské
bunééné linie, selekce Gspésné transfekovanych bunék pomoci antibiotika.
d) Vybér buné&tné linie s vyznamné sniZzenou expresi COX pomoci metody real-time
PCR.

e) Potvrzeni sniZeni exprese COX na urovni proteini metodou Western blot.

f) Potvrzeni sniZeni exprese COX na funk¢ni Grovni pomoci metody ELISA.

2) Analyza vybranych genti metabolismu AA na pfipravenych bunécnych liniich se snizenou
expresi vzdy jedné s izoforem COX. Tento cil se skladal z téchto dilCich cila:
a) Navrh a syntéza systémi primert a sond pro real-time PCR pro vybrané geny
metabolismu AA.
b) Sledovani zmén exprese téchto geni pomoci real-time PCR v zavislosti na zméné

exprese COX.
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5. Experimentalni ¢ast

5.1. Material

5.1.1. Pouzity material

1x TrueStart™ Taq buffer; Fermentas, Kanada

3,3'-Diaminobenzidine (DAB) Peroxidase Substrate System; Amresco Inc., USA
Actinomycin D; Sigma-Aldrich, USA

AmpFLSTR® Identifiler® PCR Amplification Kit; Applied Biosystems Inc, USA
arachidonova kyselina; Sigma-Aldrich, USA

BSA, bovinni sérovy albumin; Amresco Inc., USA

Cell counting Kit-8; ALEXIS Corporation, Svycarsko

DC Protein Assay; Bio-Rad Laboratories, USA

dNTP; Fermentas, Kanada

EDTA disodium; Serva, Némecko

ELISA assay kit; Cayman Chemical Company, USA

Ethanol; Merck, Némecko

fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF); Sigma-Aldrich, USA

Glycin; Lachema, Ceska republika

Goat-anti-Mouse-HRP conjugated secondary antibody; Bio-rad Laboratories, USA
HPRT-S1 DS Positive Control; Integrated DNA technologies, Inc., USA
INTERFERin™; Polyplus-transfection Inc., USA

KCI; Serva, Némecko

KH,PO,; Lachema, Ceska republika

MgCl,; Fermentas, Kanada

Millex-HV Syringe Driven Filter Unit, 0,45 uM, PVDF; Millipore, Irsko
M-MuLV Reverse Transcriptase, RNase H'; Finnzymes, Finsko
MONOCLONAL ANTI-COX-I, CLONE AS70; Sigma-Aldrich, USA
MONOCLONAL ANTI-B-ACTIN, CLONE AC-15; Sigma-Aldrich, USA
Na,HPO4.7H,0; Sigma-Aldrich, USA

NaCl; Serva, Némecko

Nanofectin sSiRNA; PAA Laboratories GmbH, Rakousko
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Nonidet P40; Fluka, SV}’/carsko

Oligonukleotidy (shRNA, primery, sondy); GENERI BIOTECH s.r.o., Ceska republika
Opti-4CN™ Substrate Kit; Bio-Rad Laboratories, USA

Perstained Protein Marker; New England Biolabs, USA

PGE,; Sigma-Aldrich, USA

Plasmid Midi Kit; Qiagen, Némecko

pUB-Bsd; Invitrogen, USA

pUCI131; UHKT, Ceska republika

PVDF (polyvinyliden difluorid) membréana; Amresco Inc., USA

Restrikéni enzymy (BamHI, Hindlll, Agel, Bglll, Xbal); New England Biolabs, USA
SDS, sodium dodecyl sulfat; Serva, Némecko

Silencer® Select Pre-designed (Inventoried) siRNA, siRNA ID #: s336; Ambion, USA
SYBR Green I; Invitrogen, USA

T4 DNA ligaza; Fermentas, Kanada

TaKaRa RECOCHIP; TaKaRa, Japonsko

TOPO XL PCR Cloning Kit; Invitrogen, USA

TRI REAGENT®; Molecular Research Center, Inc., USA

Tris (hydroxymethyl) aminomethan; Lachema, Cesk4 republika

TrueStart™ Taq DNA Polymerase; Fermentas, Kanada

Tween 20; Serva, Némecko

TYE™ 563 DS Transfection Control; Integrated DNA technologies, Inc., USA
Western Blotting Luminol Reagent; Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA

Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit for Sequencing; Invitrogen, USA

5.1.2. Bakterialni a bunécné kultury

5.1.2.1. Bakterialni kultury

Bakterialni kmen Escherichia coli DH5a; Clontech Laboratories, USA
Genotyp: F, ¢80dlacZ AM15, A(lacZY A-argF)U169, deoR, recAl, endAl, hsdR 17(rk’, mk+),
phoA, supE 44, )}, thi -1, gyrA96, relAl, dam’, dcm’.

Kultivace pti 37° C v LB médiu. Buiikky umoziiuji modrobilou selekci.
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5.1.2.2. Bunééné eukarvotické kultury

Ristova média, chemikalie a material pro kultivaci eukaryotickych bunék:

10 x phosphate buffered saline (PBS); Cambrex, USA
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM); Cambrex, USA

Effectene® Transfection Reagent; Qiagen, Némecko

fetalni bovinni sérum (FBS); PAA Laboratories GmbH, Rakousko

gentamicin; Sigma-Aldrich, USA
Ham’s F12 with L-Glutamine (Ham’s F12); Cambrex, USA

MEM Eagle with EBSS with L-Glutamine (EMEM); Cambrex, USA

Non Essential Amino Acids (NEAA); PAA Laboratories GmbH, Rakousko
Trypsin EDTA (1:250) 10x Concentrate; PAA Laboratories GmbH, Rakousko

Tab.1: Jednotlivée bunécné linie

Bunécna linie* Tkan Kultiva¢ni médium
A2780 karcinom vaje¢niktl DMEM+ 1 x NEAA + 10% FBS
BeWo choriokarcinom Ham‘s F12 + 10% FBS

CACO-2 adenokarcinom tlustého stteva | EMEM + 1x NEAA+ 10% FBS
HCT-8 ileocekalni adenokarcinom DMEM + 1 x NEAA + 10% FBS
HeLa karcinom délozniho ¢ipku DMEM + 10% FBS

Hep G2 hepatocelularni karcinom DMEM + 1x NEAA+ 10% FBS
Hep2 karcinom délozniho ¢ipku DMEM + 10% FBS

HL60 promyelocyticka leukémie DMEM + 1 x NEAA + 10% FBS
HMCB melanom DMEM + 1x NEAA+ 10% FBS
HOS osteosarkom EMEM + 1x NEAA+ 10% FBS
HT29 adenokarcinom tlustého stfeva | Ham‘s F12 + 10% FBS

Chang liver jatra (kontaminace HeLa) DMEM + 10% FBS

IMR 32 neuroblastom EMEM + 1x NEAA+ 10% FBS
JEG3 choriocarcinom DMEM + 1x NEAA+ 10% FBS
MCEF7 adenokarcinom prsu DMEM + 1x NEAA+ 10% FBS
MG-63 osteosarcom EMEM + 1x NEAA+ 10% FBS

* VSechny bunécné linie pochazeji z lidskych tkani a svyjimkou linie HMCB byly ziskany z ,,European

Collection of Cell Cultures” (ECACC; Anglie). Linie HMCB pochazi z ,,American Type Culture Collection*

(ATCC; USA).
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5.1.3. Pristroje a pocitaCové programy

5.1.3.1. Pristroje

Vybaveni laboratofe molekularni biologie a laboratofe bunéénych kultur (vybaveni pro
elektroforézu, transilumindtor, mrazici boxy, chladni¢ky, centrifugy, laboratorni vahy,
laminarni box, CO; inkubatory, tiepaci inkubator)

Hoefer miniVE Blot Module; Hoefer Scientific instruments, USA

iCycler; Bio-Rad Laboratories, USA

Inverzni fluorescenéni mikroskop ECLIPSE TE300; Nikon, Japonsko

Rotor Gene RG — 3000; Corbett Research, Australie

sekvenator ABI PRISM 3100; Applied Biosystems, USA

svételny mikroskop; Olympus, Japonsko

termocyklér My Cycler™; Bio-Rad Laboratories, USA

termocyklér PTC 200 Peltier Thermal Cycler; MJ Research, USA

UV-Vis Spectrophotometer ND-100; NanoDrop Technologies, USA

5.1.3.2. Software

Clone Manager 5; Scientific & Educational Software, USA

Rotor Gene verze 6; Corbett Research, Australie

Plasmid Map Enhancer version 3.0; Scientific & Educational Software, USA
Vector NTI Advance 9.0; Invitrogen, USA
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5.2. Metody

5.2.1. Navrh shRNA sekvenci

5.2.1.1. Navrh shRNA sekvenci specifickvch pro cvklooxvgenazu 1

Lidska COX-1 ma dvé¢ transkripéni varianty. VSechny dale uvedené shRNA sekvence
specifické pro tuto izoformu byly navrZzeny na transkripéni variantu 1 (NM_000962), nicméné
jsou specifické 1 pro transkripéni variantu 2 (NM_080591). Vlastni sekvence siRNA byly
navrzeny podle nasledujicich kritérii (vychazejicich zejména z naSich zkuSenosti ziskanych
pi1 navrhovani primera):

- de¢lka sekvence je 19 bazi

- ,sense’ siRNA sekvence zac¢ina na 5" konci GATCC, ATCC nebo TCC

- obsah GC bazi se pohybuje mezi 35-60 %

- Tmje v rozmezi od 50-60° C

- sekvence nesmi obsahovat zadny znamy sekven¢ni polymorfismus

- sekvence nesmi tvofit vyrazné sekundarni struktury

- sekvence nesmi byt homologni s zaddnou jinou lidskou RNA sekvenci

- sekvence nesmi obsahovat seky s vice nez 3 G nebo C nukleotidy

Obecné schéma navrzenych shRNA sekvenci je zndzornéno na obr.6.

shRNA2 + GATCCCTGCCCTTCTCAAGTTCAAGAGA TTTTTTGGA
shRNA2 - AGCTTCCAAAAAAGATCCCTGCCCTTCTCAAGTCTCTTGAACTTGAGAAGGGCAGG
GATCCCTGCCCTTCTCAAG sense” siRNA sekvence (obsahuje restrikéni misto pro BamH]I)
Hantisense* siRNA sekvence
TTCAAGAGA sekvence LOOP
TTTTTTGG STOP sekvence pro RNA polymerazu IIT

Obr.6: Obecné schéma shRNA sekvenci navrzenych pro COX-1
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VSechny navrZzené sekvence byly podrobeny BLAST analyze a byly vybrany pouze ty,
které neméli vyznamnou homologii se sekvencemi v aktualni databazi. Celkem byly pro dalsi

testovani vybrany ctyfi rizné sekvence siRNA specifické pro COX-1 (Tab.2).

Tab.2: Navrzené shRNA sekvence pro COX-1

Nazev Cilova
Sekvence

shRNA sekvence®

shRNA1 5" -GATCCAGAACAGTGGCTCGTTCAAGAGACGAGCCACTGTTCTGGATCTTTTTTGGA-3 " 2358-2376

shRNA2 5" -GATCCATGCCAGCACCAGGGTTCAAGAGACCCTGGTGCTGGCATGGATTTTTTTGGA-3" 248-266

shRNA3 5" -GATCCTGCATGTGGCTGTGGTTCAAGAGACCACAGCCACATGCAGGATTTTTTTGGA-3" 1462-1480

shRNA4 5 GATCCACTTCACCCACCAGTTCTTCATAGAGATAAGAACTGGTGGGTGAAGTGTTTTTTGGA-3" 742-761

“ Lokalizace cilové sekvence shRNA v lidské transkripcni varianté 1 izoformy COX-1 (NM_000962)

Cilové sekvence pro shRNA2, shRNA3 a shRNA4 lezi v kodujici oblasti genu
COX-1. Jedina cilové sekvence, pro shRNA1, lezi mimo kddujici oblast tohoto genu (Obr.7).

shRNA3
CDS (COX-1)

shRNA4 \

shRINA2

COX-1 NM 000962
5093bp

Obr.7: Umisténi cilovych sekvenci pro jednotlivé shRNA v sekvenci genu COX-1 (program
Vector NTI Advance 9.0; Invitrogen).

Zkratky: CDS = kodujici sekvence.
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5.2.1.2. Navrh shRNA specifickvch pro cvklooxygenazu 2

Lidska COX-2 ma jednu transkripéni variantu (NM_000963). Pro tuto izoformu byly
sekvence shRNA navrZzeny zejména vyuzitim kritérii podle Yiu a kol. (Yiu et al. 2005)
a softwaru Sfold. Yui a kol. srovnali fadu jiz existujicich ptistupl pro navrh siRNA sekvenci
a vytvorili algoritmus zohlediujici také sekundarni strukturu cilové mRNA pro ucinné;jsi

,odfiltrovani® nefunkénich siRNA sekvenci (http://i.cs.hku.hk/~sirna/software/sirna.php).

Sfold je voln¢ pfistupny software pro navrh mimo jiné 1 siRNA sekvenci

(http://sfold.wadsworth.org/index.pl). Pfedpovida pravdépodobnou sekundarni strukturu RNA

a vyhodnocuje ptistupnost cilové sekvence.
Vsechny navrzené sekvence byly podrobeny BLAST analyze a byly vybrany pouze ty,

které neméli vyznamnou homologii se sekvencemi v aktudlni databazi.

Obecné schéma shRNA sekvenci navrzenych pro COX-2 je znazornéno na obr.8.

coxz 1 + ACACAGTGCACTACATACTTTCAAGAGA TTTTTTGG
coxz 1 - TGTGTCACGTGATGTATGAAAGTTCTCTTCATACATCACGTGACACAAAAAAACCTCGA
precnivajici konec pro zaklonovani do vektoru Stépen¢ho Agel
ACACAGTGCACTACATACT ,.sense* siRNA sekvence (obsahuje restrikéni misto pro Agel)
-antisense siRNA sekvence
TTCAAGAGA sekvence LOOP
TTTTTTGG STOP sekvence pro RNA polymerazu IIT

Obr.8: Obecné schéma shRNA sekvenci navrzenych pro COX-2
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Celkem bylo pro dalsi testovani vybrano 6 raznych sekvenci shRNA specifickych pro
COX-2 (Tab.3).

Tab.3: Navrzené shRNA sekvence pro COX-2

Nazev Cilova
Sekvence
shRNA sekvence®
COX2_1 5" -CCGGACACAGTGCACTACATACTTTCAAGAGAAGTATGTAGTGCACTGTGTTTTTTTGG-3" | 349-367
COX2 2 5" -CCGGAGCAGCTTCCTGATTCAAATTCAAGAGATTTGAATCAGGAAGCTGCTTTTTTTGG-3" | 598-616
COX2 3 |5 -CCGGCCTCTCCTATTATACTAGATTCAAGAGATCTAGTATAATAGGAGAGGTTTTTTGG-3" |524-542
COX2_4 5" -CCGGTTAAAACAGTCACCATCAATTCAAGAGATTGATGGTGACTGTTTTAATTTTTTGG-3" | 1855-1873
COX2_5 5" -CCGGTCTAACCTCTCCTATTATATTCAAGAGATATAATAGGAGAGGTTAGATTTTTTGG-3" | 519-537
COX2 6 |5 -CCGGGGACTTATGGGTAATGTTATTCAAGAGATAACATTACCCATAAGTCCTTTTTTGG-3" | 1689-1707

 Lokalizace cilové sekvence shRNA v lidské COX-2 (NM_000963)

Umisténi cilovych sekvenci pro jednotlivé shRNA navrzené pro COX-2 je zndzornéno

na obr.9.
CDS (COX-2)
cox2_2
cox2 3 |
Vo
cox2_5 | | CoX2 4
\\o

coxz_t || cox2 6
COX-2 NM 000963
4465bp

Obr.9: Umisténi cilovych sekvenci pro jednotlivé shRNA v sekvenci genu COX-2 (program
Vector NTI Advance 9.0; Invitrogen).
Zkratky: CDS = kodujici sekvence.
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5.2.1.3. Navrh shRNA pro pripravu negativnich kontrol

Pro experimenty s nejucinnéjSi ze vSech navrzenych shRNA sekvenci uvedenych
vtéto praci (shRNA1 specifickou pro COX-1, kapitola 6.1.2.1.) byly pfipraveny dalsi
bunééné linie slouzici jako negativni kontroly.

Pro ,,nespecifickou® negativni kontrolu byla navrzena shRNA proti genu kédujicimu
enzym luciferdzu (shRNA-luc, tab.4). Pro ,scrambled* negativni kontrolu byla navrzena
»scrambled shRNA, jejiz sekvence se od pivodni shRNAT1 1i§i zdaménou nekolika nukleotidii
(shRNAIS, tab.4). Obé shRNA, stejn¢ jako shRNAI1, byly navrzeny tak, aby mohly byt
zaklonovany do plazmidu psiRNA_U6.

Tab.4: Navrzené shRNA sekvence pro pripravu negativnich kontrol

Nazev shRNA Sekvence
shRNA-Iuc 5" -GATCCGTCGATGTACACGTTCGTCTTCAAGAGAGACGAACGTGTACATCGACTTTTTTGGA-3"
shRNAI1S 5" -GATCCACAACAGTGCCTCGTTCAAGAGACGAGGCACTGTTGTGGATCTTTTTTGGA-3 "
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5.2.2. Molekularni klonovani

5.2.2.1. Priprava vektoru psiRNA U6 a psiRNA U6(Age)

Pro vneseni navrzenych a nasyntetizovanych shRNA sekvenci do eukaryotickych
bunéénych kultur byly zkonstruovany expresni vektory psiRNA U6 a psiRNA U6(Age).

Pro piipravu téchto vektord byly pouzity dva vychozi plazmidy, pUC131 (UHKT)
o velikosti 2 738 bp a pUB-Bsd (Invitrogen) o velikosti 4 245 bp. Plazmid pUCI131 je bézny
sub-klonovaci plazmid. Plazmid pUB-Bsd nese gen pro rezistenci k blasticidinu (bsdR), ktery
slouzi k selekci uspés$né transfekovanych eukaryotickych bunék. Oba tyto plazmidy obsahuji
gen pro rezistenci k ampicilinu (ampR).

Z plazmidu pUB-Bsd byl pomoci enzymt EcoRI a Bglll vystépen fragment o velikosti
1 860 bp (obsahujici bsdR), ktery byl vyizolovan zagardézového gelu pomoci TaKaRa
RECOCHIP (TaKaRa) a vklonovan do plazmidu pUCI131 nasStépen¢ho enzymy EcoRI
a BamHI. Tim vznikl plazmid pUC131-Bsd o velikosti 4 580 bp. Vektor byl transformovan
do chemicky kompetentnich bakterii Escherichia coli a namnoZen pod selekénim tlakem
ampicilinu. Z jednotlivych kolonii byly vyizolovany plazmidy, u kterych byla ovéfena
sekvenaci zejména bezchybnost sekvence genu pro rezistenci k antibiotiku blasticidinu.

Ze sekvence genu pro U6 snRNA z lidské genomové DNA byl pomoci PCR
namnoZen promotor U6 pro RNA polymerazu IIl, ze kterého jsou exprimovany shRNA
sekvence. Pomoci primerti byla vnesena restrikéni mista slouzici ke vklonovani fragmentu
U6 promotoru do pUCI131-Bsd (Bglll, Xbal) a k vnaSeni shRNA sekvenci po jejich
hybridizaci (BamHI, Hindlll v ptipadé¢ psiRNA U6 a Agel, Hindlll v piipadé
psiRNA U6(Age)). PCR produkt byl naStépen enzymy Bglll a Xbal a vklonovan do
pUCI131-Bsd nasStépeného stejnymi enzymy. Tim vznikl vysledny plazmid psiRNA U6
(Obr.10) nebo psiRNA U6(Age). Vektor byl transformovan do chemicky kompetentnich
bakterii Escherichia coli a namnoZen pod selekénim tlakem ampicilinu. Z jednotlivych
kolonii byly vyizolovany plazmidy, které byly ovéteny sekvenaci. Ovéfovana byla sekvence
namnozen¢ho U6 promotoru, zejména v oblastech PSE (,proximal sequence element®),
TATA boxu a motiv oktameru (DSE; ,,distal sequence element). Schéma lidského promotoru

U6 je znazornéno na obr.11.
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BamHlI
‘ Hindlll

U6 promotor
lacZ"™"

psiRNA_U6
WV EM7 4892 bps

bsdR

“lacZz

Obr.10: Mapa vektoru psiRNA_UG6.
Zkratky: ampR = gen pro rezistenci k ampicilinu;, bsdR = gen pro rezistenci k blasticidinu;, EM7 =
bakterialni promotor; lacZ = gen kodujici beta-galaktosiddizu.

PSE (proximal sequence element)
DSA (distal sequence element) TATA BOX
SENSE PRIVER START TRANSKRIPCE

S

Lidsky promotor U6 ANTISENSE PRIMER
350 bp

Obr.11: Schéma promotoru U6 (program Vector NTI Advance 9.0; Invitrogen).
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5.2.2.2. Zaklonovani shRNA do vektoru a ovéreni inzertu

Vsechny sekvence shRNA byly syntetizovany v GENERI BIOTECH s.r.o. Pro
konstrukci kazdé shRNA byly pfipraveny dva komplementarni oligonukleotidy (velikost
56-74 nukleotidli), které byly navrzeny tak, aby se po jejich hybridizaci vytvoftilo na 5" konci
vzniklého dvoutetézce restrikéni misto pro enzym BamHI (u shRNA specifickych pro COX-1
nebo kontrolnich shRNA) nebo Agel (u shRNA specifickych pro COX-2) a na 3" konci
restrikéni misto pro enzym Hindlll kvili moZnosti zaklonovani sekvence do expresniho
vektoru.

Komplementéarni oligonukleotidy byly nejprve hybridizovany a nasledné ligovany
s odpovidajicim naStépenym vektorem. Postup hybridizace a ligace byl provadén dvéma

rtiznymi zpiisoby, které byly mezi sebou porovnany:

1. zpisob
Tento zpusob byl pouzity u klonovani vSech shRNA. Nejprve byla provedena

hybridizace komplementarnich oligonukleotidii jednotlivych shRNA smichanim 30 pl
kazdého z hybridizovanych oligonukleotidii o koncentraci 100 pmol/pl. Na smés se plisobilo
teplotou 80° C po dobu 2 minut a poté byla smé&s ponechdna pies noc pii pokojové teploté.
Vektor psiRNA U6 / psiRNA U6(Age) byl naStépen enzymy BamHI / Agel a Hindlll
a ligovan s hybridizovanymi shRNA pomoci T4 DNA ligdzy (Fermentas).

2. zpiisob

Tento zpisob byl pouzity u ¢asti pozdéji navrzenych shRNA specifickych pro COX-2.
Nejprve byla provedena hybridizace komplementarnich oligonukleotidl jednotlivych shRNA
smichanim 2 pl od kazdého z oligonukleotidli o koncentraci 100 pmol/ul s 46 ul deionizované
vody. Smés byla vystavena v cykleru nésledujicimu teplotnimu programu:

1. 90°C, 3 min

70° C, I min
teplotni gradient se snizujici teplotou o 0,1° C/s na 50° C
50°C, 30 min
teplotni gradient se snizujici teplotou o 0,1° C/s na 37°C
37°C, 30 min

S RN N
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Po hybridizaci byla smés 10 x nafedéna deionizovanou vodou. Vektor psiRNA U6
(Age) byl postupné Stépen naStépen enzymy Hindlll a Agel a ligovan se zhybridizovanymi
shRNA pomoci T4 DNA ligdzy (Fermentas). Do 20 ul liga¢ni smési se ptidavalo 0,7 pl

nafedéné smési zhybridizovanych oligonukleotidi.

Liga¢ni smés byla transformovana do bakterii Escherichia coli kmene DH5a
(Clontech Laboratories), které jsou vhodné pro bézné klonovani. Jednotlivé kolonie byly
testovany pomoci PCR na pfitomnost inzertu.

Plazmidy, u kterych byla pomoci PCR potvrzena pfitomnost inzertu, se nasledné
ovérovaly sekvenaci. Byly vybrany kolonie s plazmidy obsahujicimi shRNA sekvence
naprosto se shodujicimi s navrzenymi sekvencemi.

Nebyl zaznamenan Zadny vyrazny rozdil v GispéSnosti klonovani pti pouZiti zplisobu 1
nebo 2 pro hybridizaci a ligaci shRNA sekvenci.

Ptiklad zaklonovani sekvence shRNA do plazmidu je znazornén v ptiloze ,,Schéma

zaklonovani shRNA1 do plazmidu psiRNA U6%.
Ptipravené plazmidy byly namnoZzeny v bakterialni kultufe a vyizolovany pomoci kitu

Plasmid Midi Kit (Qiagen) v koncentraci (minimalné 100 ng/ul) a Cistoté (minimalné 1,8)

vhodné pro transfekci do eukaryotickych bunék pouzitym transfekénim reagens.
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5.2.3. Prace s eukaryotickymi bunéénymi kulturami

5.2.3.1. Vvbér bunééné linie a jeji kultivace

Pro planované experimenty bylo tfeba vybrat bunécnou linii s relativné vysokou
expresi obou izoforem enzymu cyklooxygendza. Jak jiz bylo zminéno dfive, exprese COX je
tkanove specificka (kapitola 3.2.). Z tohoto diivodu byl pomoci ndmi navrzenych systému pro
real-time PCR (Tab.6) proveden screening exprese COX-1 a COX-2 u lidskych bunécnych
linii. Podrobnéjsi informace k ptivodu vybranych bunéénych linii a pouzivanym kultivaénim
médiim jsou shrnuty v tab.1. VSechny bunécné linie byly po rozmrazeni z kapalného dusiku
14 dni kultivovany v uvedenych kultivacnich médiich pii teploté 37° C a 5% CO, a poté byly
sklizeny buiiky na izolaci RNA. Postupy izolace RNA, syntézy cDNA a méfeni pomoci
real-time PCR jsou popsany v kapitole 5.2.4.

Pro naSe experimenty byla vybrana bunécnd linie Hep2 (buiiky rakoviny cervixu).
Bunky Hep2 byly kultivovany v médiu DMEM (Cambrex) s L-glutaminem a 4,5 g/l glukézy
obohacenym o 10% fetalni bovinni sérum (PAA Laboratories) a gentamicin (50 pg/ml média;
Sigma-Aldrich).

U vSech linii byl proveden test na pfitomnost mykoplazmat, ktery byl negativni.

5.2.3.2. Transfekce, selekce a rozklonovani

Transfekce byla provedena pomoci transfekéniho reagens Effectene® Transfection
Reagent (Qiagen) dle v nasi laboratofi jiz dlouho pouzivanych optimalizovanych podminek,
pti kterych je dosahovano uspésnosti transfekce 40 %.

Den pied transfekci byly buiiky nasazeny do 24-jamkovych desti¢ek o hustoté 6 x 10
bunék na jamku. V dobé transfekce bunky pokryvaly 50 % plochy kultivacnich jamek. Na
transfekci bylo pouzito 400 ng DNA, 3,2 ul Enhanceru (reagens kondenzujici DNA
v definovaném pufru) a 4 pl Effectene Reagent (reagens tvofici micely s kondenzovanou
DNA). Po 7 hodindch piisobeni byl Effectene Reagent odstranén, bunky byly promyty
sterilnim pufrem 1 x PBS (Cambrex) a do jamek se vneslo nové kultivaéni médium. 30 hodin

po transfekci bylo nasazeno selek¢ni antibiotikum blasticidin ve findlni koncentraci 4 pg/ml

média. Selekéni médium bylo vyménovano tiikrat tydné, celkova doba selekce byla 10 dni.
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Metoda rozklonovani bunék:

Po trypsinizaci byly buiiky nasazeny do 96-jamkovych desticek o teoretické hustoté
4 bunky na jamku. Buiiky byly péstovany v kultivacnim médiu obohaceném o kondiciované
médium v poméru 2 dily cerstvého média : 1 dil kondiciovaného média. Kondiciované
médium bylo ziskdno metabolizovanim standardniho kultivaéniho média shodnou bunécnou
kulturou po dobu 48 hodin pfi minimalni konfluenci bunécné kultury 80% v den sklizné
média. Sklizené¢ kondiciované médium bylo sto¢eno pii 5 000 g po dobu 15 min pfi
laboratorni teploté a nasledné ptefiltrovano ptes PVDF filtr Millex-HV Syringe Driven Filter
Unit (Millipore) o velikosti porti 45 um pro odstranéni eukaryotickych bunck z média.

Kolonie se nechaly rozrist a byla zméfena exprese COX pomoci metody real-time

PCR.
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5.2.3.3. Priprava kontrolnich bunéénvch linii pro pokusy s shRNA

Pro analyzu exprese genli pomoci real-time PCR, pfipadné¢ Western blotu a metody

ELISA, byly pouZivany 4 rGzné kontrolni bunééné linie.

Prvni kontrolou byly neovlivnéné parentni buiiky Hep2. Slo o zikladni kontrolu,
kterda slouzila jako standard, ke kterému byly vztahovany vSechny dal$i kontrolni linie
a vzorky. Tato kontrola byla pfipravena péstovanim parentni linie Hep2 za shodnych
kultiva¢nich podminek jako zbytek kontrolnich linii a vzorki pii pouziti shodného postupu
sbéru bunék a izolace RNA.

Druhou pouZivanou kontrolou byla tzv. ,,mock* kontrola. ,Mock* kontrola slouzi
k odhaleni Uc¢inkt, které mohl mit na buiiky samotny proces vnaSeni siRNA/shRNA
(naptiklad transfekce), ptipadné proces selekce antibiotikem pii pouZiti vektoru se
zaklonovanou shRNA. Tato kontrolni linie byla pfipravena transfekci bunék Hep2 plazmidem
psiRNA U6 bez zaklonované shRNA a naslednou selekci pomoci antibiotika.

Tteti kontrolou byla tzv. nespecifickd kontrola. Tato kontrola pomdha odliSit
specifické u¢inky shRNA od ucinkli nespecifickych. Pro tuto kontrolu se pouziva shRNA
navrzend pro gen, ktery neni v dané buiice exprimovan. V naSem piipad¢ byla navrzena
shRNA specificka pro enzym luciferazu (shRNA-luc, kapitola 5.2.1.3.). Kontrolni linie byla
pfipravena transfekci bunék Hep2 plazmidem psiRNA U6 se zaklonovanou sekvenci
shRNA-luc a naslednou selekci pomoci antibiotika.

Ctvrtou kontrolou byla tzv. ,,scrambled“ kontrola. Pro piipravu této kontrolni
bunééné linie byla navrzena ,,scrambled* shRNA (shRNA1S) (kapitola 5.2.1.3.). ,,Scrambled*
shRNA obsahuje téméf shodnou sekvenci s plivodni shRNA, nicméné tato sekvence je
neucinna diky zaméné nc¢kolika nukleotidl. Proto tato kontrola také pomaha odlisit specifické
ucinky shRNA od ucinkli nespecifickych. Kontrolni linie byla pfipravena transfekci bunék
Hep2 plazmidem psiRNA U6 se zaklonovanou sekvenci shRNAIS a naslednou selekci
pomoci antibiotika.

Transfekce a selekce jednotlivych kontrolnich bunéénych linii byla provedena

pouzitim postupu popsaného v kapitole 5.2.3.2.
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5.2.3.4. Optimalizace transfekce a sniZzovani exprese cyklooxygsenazy

pomoci syntetickvch siRNA

Za ucelem specifického sniZzeni exprese COX byl testovan také ptistup vyuZivajici
syntetickych siRNA.

Nejprve byla provedena optimalizace transfekce. Byla testovana dvé rlzna
transfekénich reagens, INTERFERin™ (Polyplus transfection Inc.) a Nanofectin siRNA
(PAA Laboratories GmbH). Pro optimalizaci byla pouZita siRNA TYE™ 563 DS
Transfection Control (Integrated DNA technologies, Inc.) znac¢ena fluorescencni barvickou
TYE™ 563 (Ex. 549, Em. 563). Optimalizace probihala dle nasledujiciho protokolu:

Bunky Hep2 byly péstovany za standardnich kultiva¢nich podminek uvedenych
v kapitole 5.2.3.1. Den pred transfekci byly buiikky nasazeny do 96-jamkovych desticek
o hustot& 1 x 10* bundk na jamku. Konfluence bungk v dob& transfekce byla 50 %. Objem
kultiva¢niho média bez séra pro tvorbu komplexti byl 50 ul a objem kompletniho média
piidaného k buitkam byl 125 pl, dle protokolu vyrobce. 24 hodin po transfekci byla odectena
ucinnost transfekce u jednotlivych pouzitych pomért (kapitola 6.1.4.1, Tab.7 a 8).

Optimalizované poméry (v tab.7 a 8 znacené Cervend) byly déle testovany pomoci
validované siRNA HPRT-S1 DS Positive Control (Integrated DNA technologies, Inc., tab.5)
specifické pro ,.housekeepingovy* gen hypoxantin fosforibosyltransferazu 1 (HPRT1) dle
protokolu:

Den pred transfekci byly buiiky nasazeny do 6-jamkovych desticek o hustoté 2 x 10°
bunék na jamku. V den transfekce byly buiiky porostlé 50 %. 24 hodin po transfekci byly
buiiky sklizeny na RNA. Izolace RNA, syntéza cDNA a méfeni pomoci real-time PCR byly
provedeny podle postupti uvedenych v kapitole 5.2.4.

Transfekce siRNA specifické pro COX-1 (Silencer® Select Pre-designed
(Iventoried) siRNA, siRNA ID #: s336; Ambion, tab.5) byla provedena s vyuzitim vysledk
ziskanych z optimalizace transfekce pomoci siRNA specifické pro HPRT.

Tab.5: Sekvence pouzitych syntetickych siRNA specifickych pro geny HPRT1 a COX-1

siRNA »Sense’ fetézec LSAntisense® Fetézec Del}< a .
(pocet bazi)

g:};fl DS Positive GCCAGACUUUGUUGGAUUUGAAATT | AAUUUCAAAUCCAACAAAGUCUGGCUU 25

Silencer® Select Pre-

designed (Iventoried) siRNA, | GAAACGAUGAAAUAAGAUATT UAUCUUAUUUCAUCGUUUCCT 21

siRNA ID #: s336 (COX-1)
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5.2.4. Real-time PCR

5.2.4.1. Izolace RNA a syntéza cDNA

Buiiky byly v triplikatech (2 x 10° bundk/jamku) nasazeny na 6-jamkové desticky. P¥i
dosazeni konfluence 70 % byly buiky sklizeny pomoci TRI REAGENT® (Molecular
Research Center, Inc.). Pro reverzni transkripci enzymem M-MuLV Reverse Transcriptase,

RNase H™ (Finnzymes) byly pouZity 2 pg RNA.

5.2.4.2. Navrh a optimalizace real-time PCR systému

Pro kvantifikaci exprese mRNA sledovanych geni byly navrzeny real-time PCR
systémy (dale systémy) fungujici na principu hydrolyza¢nich sond (TagMan®). Jejich seznam
je shrnuty v tab.6.

Systémy byly navrzeny podle sekvenci z NCBI (uvedeny v tab.6) pomoci programu
Vector NTI Advance 9.0 (Invitrogen) s ohledem na jejich funkCnost pi1 nize uvedenych
reak¢nich podminkach. Primery a dudlné€ znacené hydrolyza¢ni sondy (pomoci BHQ1-FAM)
byly syntetizovany v GENERI BIOTECH s.r.o.

Optimalni reakéni podminky pro kazdy systém byly ovéfeny pomoci real-time PCR
a agarozové elektroforézy (vyhodnoceni ndstupu a nartstu fluorescence, pritomnost PCR
produktu a nespecifit). Specifita primert byla testovdna s3 a SmM hoi¢ikem pii teploté
wannealingu® 60 a 65° C (s fluorescencnim barvivem SYBR Green I), funk¢nost sond byla
ovéfena s 3 a SmM hotc¢ikem za teploty 60° C. Systémy byly navrzeny na piekryv exont, aby
pfi PCR reakci nedochdzelo k nezadoucimu mnozeni genomové DNA, coZ bylo pfi
optimalizaci také ovéfeno. Konkrétni exony obsaZzené v mnozené oblasti jednotlivych genli
jsou uvedeny v tab.6. Optimalizace real-time PCR probihala v cyklerech iQ5 Real-Time
Cycler (BioRad Laboratories) a Rotor Gene RG 3000 (Corbett Research).
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5.2.4.3. Reakéni podminky a vvhodnoceni dat

Real-time PCR byla provadéna dle néasledujiciho postupu:

Pomoci 0,5 U TrueStart™ Taq DNA Polymerazy (Fermentas) bylo amplifikovano
20 ng RNA v konecném objemu reakce 20 pl. Reakéni smés obsahovala nasledujici slozky
(uvedena konecna koncentrace): 1x TrueStart™ Taq buffer (Fermentas), 0,2 mM dNTP
(Fermentas), 3-5 mM MgCl, (Fermentas), 0,3 uM ,,forward* primer, 0,3 uM ,,reverse‘ primer
a 0,1 uM sonda.

Pouzivany teplotni profil byl néasledujici:

1. 95°C, 3 min
2. 95°C, 10s 50x
60°C, 40 s

Zaklonovanim PCR produktl obsahujicich detekovanou oblast genu do plazmidu byly
piipraveny standardy pro kvantifikaci exprese genii pomoci real-time PCR. K zaklonovéni
byly pouzity kity ,,Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit for Sequencing* a ,,TOPO XL PCR
Cloning Kit* od firmy Invitrogen. Tyto standardy slouZily ke generovani kalibracni kiivky pfi
absolutni kvantifikaci nebo pro vypocet efektivity pti kvantifikaci relativni.

Pro normalizaci dat pii relativni kvantifikaci byly vybrdny 3 referen¢ni geny:
beta-2-mikroglobulin (B2 M), hypoxantin fosforibosyltransferaza 1 (HPRT1) a surfeit 1
(SURF1). Experimenty byly provadény v biologickych triplikatech (3 samostatné jamky
kultiva¢ni desticky). Kazdy ze vzorki byl méfen v triplikdtu PCR reakce. Primér Ct
(,,threshold cycle*) hodnot byl transformovan do relativnich hodnot exprese pomoci rovnice
od Pfaffla (Pfaffl 2001). Data byla normalizovana geometrickym primérem vSech tii
vybranych referen¢nich genii. Nakonec byla normalizovana exprese kazdého genu porovnana
s prumerem exprese v parentnich buiikach Hep?2.

Vysledky jsou vyjadieny u jednotlivych experimentl jako primér méfenych hodnot
+ SEM. Statistickd vyznamnost vysledki byla analyzovdna pomoci testu ANOVA

a Bonferroniho srovnavaciho testu nebo pomoci parového t-testu.
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Tab.6: Real-time PCR systemy pro méreni exprese jednotlivych genu

Exony zahrnuté

Oficialni , ey o NCBI .
symbol genu Cely oficialni nazev genu sekvence v mnoZené
sekvenci genu
Referencni geny
B2M ,,beta-2-microglobulin® NM_ 004048 exon2 / exon4
GUSB ,»glucuronidase, beta“ NM 000181 exon8 / exon9
HMBS ,hydroxymethylbilane synthase* NM_000190 exon6 / exon§
HPRT1 ,.hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 NM 000194 exon4 / exon5
POLR2A ;ﬂ?;;{g'trizze gg‘gig;})m directed) NM_000937 exon21 / exon23
SURF1 Hsurfeit 1% NM 003172 exon7 / exon9
TBP »TATA box binding protein® NM 003194 exon3 / exon6
NUP54 ,nucleoporin 54kDa* NM 017426 exonl0 /exonl2
Geny uplatnujici se v nespecifické imunitni odpovédi
EIF2AK? i;?:;(:;};‘tic translation initiation factor 2-alpha NM_002759 exonl4 / exonl5
IFIT1 r:;)fartfserl"r;r‘gd;‘cfd protein with tetratricopeptide | \i\r 601001887 | exonl / exon2
IRF1 Linterferon regulatory factor 1 NM_002198 exon7 / exon9
IRF3 Linterferon regulatory factor 3 NM_001571 exon2 / exon3
0OASI1 ,,2',5'-oligoadenylate synthetase 1, 40/46kDa‘ NM 002534 exon2 / exon3
0OAS2 ,,2'-5'-oligoadenylate synthetase 2, 69/71kDa“ NM 016816 exon7 / exon8
0OAS3 ,,2'-5'-oligoadenylate synthetase 3, 100kDa* NM 006187 exonl4 /exonl6
RNASEL ;;ﬁ‘::;:f‘g:pﬁﬁ;ﬁ;ﬁhgo‘Soade“ylate NM 021133 exonl / exon3
Geny uplatnujici se v metabolismu arachidonové kyseliny a transportu prostanoidii
ALOXS ,arachidonate 5-lipoxygenase* NM_000698 exon7 / exon§
PGDS ,prostaglandin D2 synthase, hematopoietic* NM_014485.2 exon2 / exon4
PTGDS ,prostaglandin D2 synthase 21kDa (brain)* NM_000954 exon4 / exon7
PTGIS ,prostaglandin 12 (prostacyclin) synthase* NM_000961 exon8 / exon9
ALOXSAP | ,arachidonate 5-lipoxygenase-activating protein“ | NM_001629 exon2 / exon5
,prostaglandin-endoperoxide synthase 1
PTGSI1 (prostaglandin G/H synthase and NM_000962 exon6 / exon§
cyclooxygenase)™
,prostaglandin-endoperoxide synthase 2
PTGS2 (prostaglandin G/H synthase and NM_000963 exon9 / exon10
cyclooxygenase)™
PTGES ,prostaglandin E synthase* NM_198797 exon3 / exon4
PTGES2 ,prostaglandin E synthase 2 NM_025072 exon6 / exon7
PTGES3 prostaglandin E synthase 3 (cytosolic)* NM 006601 exon6 / exon8
TBXASI Pi‘sr(‘)’“‘fz:’r’l‘ﬁ;’z ’AS j%’g‘ri?; }Agi’latelet’ cytochrome |\ 001061 exon8 / exon9
ABCC4 »ATP-binding cassette, sub-family C NM_005845 exon23 / exon24

(CFTR/MRP), member 4
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5.2.5. Detekce exprese cyklooxygenazy na proteinové urovni

Metoda detekce COX na proteinové urovni pomoci Western blotu byla optimalizovana
a provedena pro ob¢ izoformy tohoto enzymu. Jelikoz vyznamného snizeni exprese mRNA
prostifednictvim RNA interference bylo dosaZzeno pouze u COX-1, bude popis provedeni

metody dale zaméfen na tuto izoformu.

5.2.5.1. Priprava bunéénvch lyzata a SDS-PAGE

Bunécné lyzaty byly pfipraveny pomoci lyzaéniho pufru LP1 (0,02 M Tris
(hydroxymethyl) aminomethan; 1% Nonidet P40; 137,5 mM NaCl; 50 uM EDTA disodium;
pH 7,4 s1 mM protedzovym inhibitorem fenylmethylsulfonylfluoridem (PMSF;
Sigma-Aldrich). Celkova koncentrace proteini ve vzorku byla méfena pomoci kitu
DC Protein Assay (Bio-Rad Laboratories).

Vzorky byly separovany na 10% polyakrylamidovém gelu. Na gel bylo po denaturaci
nanaSeno vzdy mnozstvi bunécného lyzatu obsahujici 120 pg celkového proteinu a 15 pl
proteinového markeru (Perstained Protein Marker; New England Biolabs). Vlastni separace
proteinit probihala v elektroforetické vané v 1 x SDS pufru (0,3% Tris (hydroxymethyl)
aminomethan; 1,44% Glycin; 0,1% SDS) pfi 18 mA po dobu 2 hodin.

5.2.5.2. Western blot a detekce proteinu

Po elektroforetické separaci na gelu byly vzorky transferovany na PVDF membranu
(Amresco Inc.). Pro Western blot byl pouzit Hoefer miniVE Blot Module (Hoefer Scientific
instruments). Transfer byl proveden dle manudlu pti 20 W po dobu 2,5 hodiny.

Prouzky byly vizualizovany pomoci kitu Opti-4CN™ Substrate Kit (Bio-Rad
Laboratories) dle manudlu. Pro blokaci membrany byl pouzivan roztok 5% BSA
(Amresco Inc.) rozpusténého v PBST (PBS pufr obsahujici Tween 20).

Pro kontrolu naneseni stejného mnozstvi celkového proteinu do jednotlivych k sobé
porovnavanych jamek PAGE gelu byl ve vzorcich bunéénych lyzati kromé COX detekovan
také ,,housekeepingovy* protein B-aktin. Pro detekci testovanych proteinti byly zvoleny tyto

protilatky:
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e mySi monoklondlni protiladtka proti cyklooxygenaze 1 (MONOCLONAL
ANTI-COX I; Sigma-Aldrich)

e mySi monoklondlni protildtka proti ,housekeepingovému® genu B-aktinu
(MONOCLONAL ANTI-B-ACTIN; Sigma-Aldrich)

e anti-mySi sekundarni protilatka konjugovana s peroxidazou, GAM-HRP (Goat-anti-

Mouse-HRP conjugated secondary antibody; Bio-rad Laboratories)

Pro jednotlivé protilatky byla provedena titrace teCkovaci metodou a bylo urceno
jejich fedéni pro dalsi pouziti. U kombinace monoklonalni protilatky anti-COX1 a sekundarni
GAM-HRP bylo pro ob¢ protilatky pouzivano tfedéni 5 000 x, u kombinace anti-f-actin
a GAM-HRP byly zvoleny fedéni 10 000 x a 1 000 x.

Kromé¢ tohoto substratu byly testovany dalsi dva substraty, chromogenni
3,3"-Diaminobenzidine ~ (DAB)  Peroxidase  Substrate = System  (Amresco Inc.)
a chemiluminiscencni  substrat Western blotting Luminol Reagent (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.). Byl dodrZzen doporu¢eny postup dle pokynli vyrobce. Pfi pouziti téchto

dvou substrati se bohuZel ani u jednoho nepodaftilo detekovat Zadné prouzky.

5.2.5.3. Roztoky pouzité pri detekci proteinu

1 x PBS

0,8% NaCl

0,02% KCl

0,115% Na,HPO4- 7TH20
0,02% KH,PO4

PBST
(0,1% Tween 20 v 1x PBS pufru)
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5.2.6. Detekce PGE,

Detekce hlavniho metabolitu aktivované COX, PGE,, byla provedena pomoci metody
ELISA.

Testované bunécné linie byly nasazeny v triplikatech na 96-jamkovou kultivacni
desticku v hustoté 1,2 x 10* bundk/jamku. 24 hodin po nasazeni bundk bylo kultivaéni
médium vyménéno za 200 pl shodného kultivaéniho média obsahujiciho arachidonovou
kyselinu (Sigma-Aldrich) o kone¢né koncentraci v médiu 20 uM. Po jednohodinové inkubaci
bylo kultivaéni médium z bunék sebrdno a stofeno v centrifuze pro odstranéni bunék ze
supernatantii. Poté byla zméfena koncentrace PGE, vyprodukovaného do média. zméfena
pomoci kitu ELISA assay kit (Cayman Chemical Company). Pfesné mnozstvi buné¢k bylo

urceno pomoci kitu Cell counting Kit-8 (ALEXIS Corporation).

5.2.7. Test zmény stability mRNA

Pti testovani vlivu sniZzeni exprese COX na dal$i geny souvisejici s metabolismem AA
byla u nekterych geni detekovdna vyznamnd zména hladiny mRNA. K tomu mohlo dojit
dvéma rlznymi mechanismy, bud’ zménou samotné miry exprese mRNA nebo
stabilizaci/snizenim stability mRNA danych gent.

Aby bylo mozZné lépe zhodnotit mechanismus, kterym ke zméné doslo, byl proveden
test s aktinomycinem D. Aktinomycin D je antineoplastické antibiotikum ptivodem z bakterii
rodu Streptomyces, které vyrazné pusobi na rychle se délici buiiky. Tvofi stabilni komplex
s DNA (vsouvd se mezi pary bazi) a jiz v nizkych koncentracich blokuje pohyb DNA-
dependentni RNA polymerdzy, ¢imZ zabratuje transkripci.

Pouzity postup vychazel z publikace Degousee a kol. (Degousee et al. 2006). Buiky
byly nasazeny na 6-jamkové kultivaéni destitky o koncentraci 1,8 x 10° bungk na jamku,
v triplikatech pro kazdy odebirany ¢as inkubace. Nasledujici den bylo kultivatni médium
odstranéno a vyménéno za médium s aktinomycinem D (Sigma-Aldrich) o konecné
koncentraci v médiu 5 pg/ml. Pro izolaci RNA byly bunky sklizeny 0; 1; 2; 4; 6; 8 a 12 hodin
po pfidani aktinomycinu D. Postupy izolace RNA, syntézy cDNA a méfeni pomoci real-time

PCR jsou popsany v kapitole 5.2.4.
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5.2.8. Test vlivu exogenniho PGE; na expresi MRP4/ABCC4

Existuji dikazy, ze MRP4 miize prenaSet prostanoidy (kapitola 3.4.1.), mezi nimi
1 PGE; (Reid et al. 2003), ktery je hlavnim produktem pfi aktivaci enzymu COX (Horton et
al. 1999). V této praci byl proveden experiment testujici, zda dojde ke zméné exprese ABCC4
po pridani PGE; jako jeho vlastniho substratu.

Testované bun&éné linie byly nasazeny na 6-jamkové desti¢ky o koncentraci 1,9 x 10°
bunék/jamku, v triplikatech pro kazdou kombinaci ¢asového intervalu a koncentrace PGE,.
24 hodin po nasazeni bun€k bylo kultivatni médium vyménéno za médium obohacené
o PGE, (Sigma-Aldrich). Kone¢né pouzivané koncentrace PGE, v kultivatnim médiu byly
50 nM a 300 nM. Bunky byly sbirdny po 6, 12 a 24 hodinach. Kontroly (buiiky péstované
v médiu bez ptidaného PGE;) byly sbirdny v ¢ase a 24 hodin po pfidani PGE, k buikam.
Postupy izolace RNA, syntézy cDNA a métfeni pomoci real-time PCR jsou popsany v kapitole
5.2.4.
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6. Vysledky

6.1. Priprava modelové bunécné linie se specificky sniZzenou

expresi COX-1/COX-2

6.1.1. Vybér parentni bunéc¢né linie

Vybér vhodné parentni bunééné linie pro studium vlivu specifické inhibice
COX-1/COX-2 na dalsi geny byl proveden celkem z 16 lidskych buné&cnych linii. Informace
ke v§em liniim (tkanovy ptvod a pouzita kultivacni média) jsou shrnuty v tab.1.

U jednotlivych linii byla provedena absolutni kvantifikace mRNA obou izoforem
COX. Exprese COX byla métena po ¢trnactidenni standardni kultivaci po nasazeni bunéénych
Stokl z kapalného dusiku, kde byly buniky dlouhodobé uchovavany. Vysledky kvantifikace
jsou znazornény v grafu na obr.12.

Témét vSechny bunéfné linie exprimovaly obé izoformy COX. Vyjimkou byla linie
HepG2 (bunky hepatocelularniho karcinomu), kde nebyla detekovana exprese mRNA ani
jedné z izoforem. V bunéCnych liniich IMR32 (buiiky neuroblastomu) a BeWo (buiky
choriokarcinomu) nebyla detekovana exprese COX-2.

Z hlediska relativné vysoké exprese obou izoforem byly zajimavé tyto linie: HCT-8
(buniky ileocekalniho adenokarcinomu), Hela (bunky karcinomu déloZniho cipku), Hep2
(piivodem buiiky rakoviny hrtanu, u kterych byla prokdzana kontaminace HelLa buiikami),
HT29 (buniky adenokarcinomu tlustého stteva) a Chang liver (pivodem buriky jater, u kterych
byla prokazana kontaminace HeLa).

Pro dalSi experimenty byla vybrana bunécna linie Hep2. Nemalou vyhodou pouziti
této linie byly naSe bohaté zkuSenosti s jeji kultivaci, ktera je velmi snadna a bezproblémova.
Navic jsou tyto bunky relativné snadno transfekovatelné pomoci nami dosud testovanych
transfek¢nich reagens, véetné Effectene® Transfection Reagent (Qiagen), ktery byl v této
praci pouzivan. Pivod bunééné linie Hep2 (karcinom déloZniho ¢ipku) byl potvrzen 1 v nasi
laboratofi provedenim STR (,,short tandem repeat®; kratkd tandemova repetice) analyzy
testovanim 16 standardnich markerii prostfednictvim kitu AmpF{STR® Identifiler® PCR
Amplification Kit (Applied Biosystems Inc).
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Obr.12: Exprese COX-1 a COX-2 ve vybranych lidskych bunécnych liniich. Vysledky jsou
prezentovany jako prumér hodnot ze i nezavislych experimentii £ SEM. Statisticka
vyznamnost vysledku je analyzovana pomoci testu ANOVA a Bonferroniho srovnavaciho
testu.
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6.1.2. Méreni exprese COX pomoci real-time PCR po transfekei
shRNA a selekci antibiotikem

Buné¢na linie Hep2 byla transfekovéana plazmidy psiRNA U6 a psiRNA U6(Age) se
zaklonovanymi shRNA sekvencemi. Postup navrhu shRNA sekvenci specifickych pro COX-1
nebo COX-2 je uveden v kapitole 5.2.1., postup ptipravy expresnich plazmidt a zaklonovani
shRNA sekvenci v kapitole 5.2.2.

Transfekce byla provedena pomoci Effectene® Transfection Reagent (Qiagen) dle
postupu uveden¢ho v kapitole 5.2.3.2. Po transfekci byly vyselektovany uspésné
transfekované bunky pomoci blasticidinu (kapitola 5.2.3.2.). Po vysazeni blasticidinu byly
buiiky péstovany dalSich 14 dni za standardnich kultiva¢nich podminek a poté sklizeny na
izolaci RNA. Postupy izolace RNA, syntézy cDNA, méieni exprese mRNA piislusné
izoformy COX pomoci real-time PCR a vyhodnoceni dat (relativni kvantifikace genu) jsou

uvedeny v kapitole 5.2.4.

6.1.2.1. Hep?2 transfekované shRNA specifickvmi pro cvklooxvgenazu 1

Byly testovany celkem cCtyfi riizné shRNA sekvence specifické pro izoformu COX-1
(Tab.2).

Sekvence shRNA2, shRNA3 a shRNA4 nevykazovaly vyznamné sniZeni exprese
COX-1 ve srovnani s bazalni expresi v parentnich Hep?2.

Sekvence shRNA1 se projevila jako vysoce uUCinnd. Po ¢trnactidenni standardni
kultivaci po vysazeni blasticidinu bylo u linie transfekované touto sekvenci detekovano
statisticky vyznamné (p<0,001) sniZzeni exprese mRNA genu COX-1 na ~25,6 % bazalni
exprese v parentnich Hep2. Tato linie byla vybrana pro dalsi studie.

Vysledky jsou znazornény v grafu na obr.13.
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Obr.13: Exprese mRNA genu COX-1 po transfekci shRNA a selekci antibiotikem. Vysledky
Jjsou prezentovany jako prumér hodnot ze tri nezavislych experimentu + SEM. Statisticka
vyznamnost vysledki je analyzovana pomoci testu ANOVA a Bonferroniho srovnavaciho
testu.
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6.1.2.2.

Hep?2 transfekované shRNA specifickymi pro cyklooxygenazu 2

Bylo testovano celkem Sest shRNA sekvenci specifickych pro izoformu COX-2
(Tab.3).

Zadné ze sekvenci nezpusobovala snizeni exprese genu COX-2, naopak u vSech byla

oproti predpokladu detekovana zvySena exprese této izoformy, u 5 znich (s vyjimkou

sekvence COX2-4) bylo zvyseni statisticky vyznamné (p<0,001).

bunkam Hep2

Zeny k parentnim

Pomér exprese COX-2 vzta

Vysledky jsou znazornény v grafu na obr.14.

104
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*** p<0.001
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II1] CcoX2-5
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Obr.14: Exprese mRNA genu COX-2 po transfekci shRNA a selekci antibiotikem. Vysledky
Jjsou prezentovany jako prumér hodnot ze tri nezavislych experimentu + SEM. Statisticka
vyznamnost vysledki je analyzovana pomoci testu ANOVA a Bonferroniho srovnavaciho

testu.
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6.1.3. Priprava kloni vybrané bunécné linie a ovéreni exprese COX na
riznych urovnich

Na zaklad¢ ptedchozich vysledka byla pro dalsi experimenty vybrana bunécna linie
Hep2 transfekovand zaklonovanou sekvenci shRNAI. Tato linie byla nazvéana
Hep2 shRNAL.

Jelikoz jsou bunécné linie po transfekci a selekci antibiotikem obecné heterogenni, Cili
jednotlivé bunky vykazuji rGzny stupeit dané vlastnosti, byla linie Hep2 shRNAI1 dale
rozdélena na jednotlivé klony metodou rozklonovani v 96-jamkovych kultivacnich

destickach. Pouzity postup rozklonovani je popsan v kapitole 5.2.3.2.

6.1.3.1. Vvbér kloni pomoci real-time PCR

Metodou rozklonovani bylo ptipraveno 45 klonti. U vSech klonil byla zméfena exprese
mRNA genu COX-1. Exprese COX-1 v jednotlivych klonech byla velmi raznoroda,
pohybovala se vrozmezi ~5,2-78,4 %. Pro studium exprese genll pifimo ¢i vzdalené
souvisejicich s metabolismem AA byly vybrany tii klony bunééné linie Hep2 s nejvyraznéji
snizenou expresi COX-1. Exprese COX-1 u téchto kloni je znazornéna v grafu na obr.15.
Klon oznaceny jako Hep2 shRNAI1/1 byl snizeny na ~12,3 %, klon Hep2 shRNA1/2 na
~8,5 % a klon Hep2 shRNAI1/3 na ~5,2 % bazalni exprese COX-1 v buikiach Hep2.

Vlastnosti a ptiprava pouzitych kontrolnich bunéénych linii jsou rozebrany v kapitole 5.2.3.3.
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Obr.15: Klony se snizenou expresi COX-1 vybrané pro dalsi experimenty. Vysledky jsou
prezentovany jako prumér hodnot ze i nezavislych experimentii £ SEM. Statisticka
vyznamnost vysledki je analyzovana pomoci testu ANOVA a Bonferroniho srovnavaciho
testu.
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6.1.3.2. Sledovani exprese genu interferonové odpovédi

Pii transfekci shRNA sekvencemi mize dojit k vyvolani nespecifické imunitni
odpovédi buniky. Z tohoto diivodu jsme vybrali a zméfili 8 genti zahrnutych v interferonové
imunitni odpovédi bunky (Tab.6) v bunécnych liniich transfekovanych shRNA sekvencemi
(tj. v klonech Hep2 se snizenou expresi COX-1 a nekterych kontrolnich bunéénych liniich).
V téchto bunéénych liniich nedoSlo u Z4dného z méfenych gend ke statisticky vyznamné
zméné exprese mRNA oproti parentnim buikdm. Vyvolani nespecifické imunitni odpovédi

buiiky prostfednictvim shRNA nebylo tedy potvrzeno.

6.1.3.3. Ovéreni exprese cyklooxygenazy na proteinové arovni

Biologicka aktivita sShARNAT byla potvrzena také na proteinové Grovni pomoci metody
Western blot.

Rovnomérné naneseni jednotlivych bunécnych lyzati do jamek gelu bylo potvrzeno
pomoci specifické protilatky proti B-aktinu.

U vSech tfi klonl (oznacenych jako Hep2 shRNA1/1; Hep2 shRNA1/2
a Hep2 shRNA1/3), ve shod¢ s vysledky ziskanymi pomoci real-time PCR, bylo detekovano
vyrazné sniZzeni exprese proteinu COX-1.

Stejné jako pi1 méfeni exprese mRNA genu COX-1 pomoci metody real-time PCR
byly opét pouZity Ctyfi kontrolni bunééné linie, jejichZ vlastnosti a pfiprava jsou rozebrany
v kapitole 5.2.3.3. V Zadné z kontrolnich buné¢nych linii nedoSlo ve srovnani s parentni linii
Hep2 k vyznamnému sniZeni exprese proteinu.

Vysledek detekce proteinu COX-1 je zndzornén na obr.16.
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Obr.16: Detekce COX-1 na proteinové urovni pomoci Western blotu.

Do jednotlivych jamek SDS-PAGE gelu byly nanaseny lyzaty ziskané z téchto bunécnych linii:
1. parentni Hep2; 2. ,mock” kontrola; 3. Hep2 shRNAI1/I; 4. Hep2 shRNAI/2;
5. Hep2 shRNAI/3; 6. nespecificka kontrola; 7. ,, scrambled* kontrola.

6.1.3.4. ELISA

Snizeni enzymu COX-1 ve vSech tfech dale testovanych klonech bylo potvrzeno i na
funk¢ni trovni pomoci metody ELISA méfenim produkce PGE,.

U sledovanych klonli doSlo k vyznamnému sniZzeni syntézy PGE;: uklonu
Hep2 shRNAI1/1 na ~31,2 %; u klonu Hep2 shRNAI1/2 na ~18,9 % a u klonu
Hep2 shRNA1/3 na~10,7 % ve srovnani s ptivodni expresi v parentni linii Hep2.

Byly pouzity shodné kontrolni bunécné linie jako pifi métfeni pomoci real-time PCR
a Western blotu. Produkce PGE, se ve srovnani s parentni linii Hep2 vyznamné nezménila
u zadné z nich.

Vysledky méfeni jsou zndzornény v grafu na obr.17.
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Obr.17: Produkce PGE; ve vybranych klonech se sniZenou COX-1 mérenda pomoci metody
ELISA. Vysledky jsou prezentovany jako primér hodnot ze tii nezavislych experimentu
+ SEM. Hodnoty vyjadruji procento produkce PGE, produkované 10 000 bunkami ve
srovnani s parentni linii Hep?2. Statisticka vyznamnost vysledkii je analyzovana pomoci testu
ANOVA a Bonferroniho srovnavaciho testu.
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6.1.4.

6.1.4.1.

Vyuziti syntetickych siRNA pro sniZeni exprese cyklooxygenazy

Optimalizace transfekce pomoci riznvch transfekénich reagens

Pomoci fluorescenéné znacené siRNA TYE™ 563 DS Transfection Control

(Integrated DNA technologies, Inc.) byla provedena optimalizace transfekce dvéma

transfekénimi reagens, Nanofectinu siRNA (PAA Laboratories GmbH) a INTERFERinu"™

(Polyplus transfection).

Vysledky optimalizace transfekce jsou shrnuty v tab.7 a 8. Nejucinnéjs$i kombinace

koncentrace siRNA v kultivacnim médiu a mnozstvi transfekéniho reagens, které byly pouzity

pro dalsi optimalizace, jsou v ptisluSnych tabulkdch vyznaceny Cervenym podbarvenim. Pti

vyhodnocovani vysledkli optimalizace byla odecitana zejména ucinnost transfekce (procento

VYV v

uspésné transfekovanych bungk). Dale byla sledovana intenzita fluorescence a viabilita bun¢k

ve srovnani s bunkami péstovanymi pouze v kultivaénim médiu bez ptidanych transfekcnich

reagencii (Kontrola 2). Vysledky byly odecitdny 24 hodin po transfekci.

Tab.7: Vysledky optimalizace transfekce Hep2 po pouziti Nanofectinu siRNA

¢ (SIRNA) Nanofectin siRNA Utinnost . | Viabilita
transfekce Fluorescence v1.b
[nM] [ul] ° bunék
[%e]
5 0,11 90 1 ek
5 0,14 90 1-2 ek

Kontrola 1

*ekek

Kontrola 2

*kek

Pozn:

“Fluorescence: 1 - slabd; 2 - intenzivni; 3 - velmi intenzivni

"Viabilita bunék ve srovndni s Kontrolou 2: ***100 %, **90 % a vice;

*mené nez 90 %.
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Tab.8: Vysledky optimalizace transfekce Hep2 po pouziti INTERFERinu™

¢ (SIRNA) INTERFERin™ Utinnost . | Viabilita
(] transfekce Fluorescence «1.b
[nM] %] bunék
0,5 0,75 5 1 ok
1 0,75 15 1 ek
2,5 0,75 25 1 ok
5 0,75 50 1 ek
10 0,5 95 1 ek
10 1,5 95 2 ek
10 2,5 90 1 ek
s [ es s [ 3 ] e
15 1,5 95 2 ek
15 2,5 90 2 *
20 1,5 95 3 *
Kontrola_1 2,5 - - e
Kontrola_2 - - - wkk

Pozn: “Fluorescence: 1 - slabd; 2 - intenzivni; 3 - velmi intenzivni

"Viabilita bunék ve srovndni s Kontrolou 2: ***100 %, **90 % a vice;

*mené nez 90 %.
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Na obr.18 je zobrazena fluorescence bun¢k Hep2 24 hodin po transfekci provedené
v 96-jamkové kultivac¢ni desti¢ce pomoci 0,21 ul transfekéniho reagens Nanofectinu siRNA

a siRNA TYE™ 563 DS Transfection Control o koneéné koncentraci 15 nM.

Obr.18: Fluorescence bunék Hep2 po transfekci siRNA TYE™ 563 DS Transfection
Control (15 nM) transfekcnim reagens Nanofectin siRNA (0,21 ul) v 96-jamkové desticce,
24 hodin po transfekci (zvétseni 200x).
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6.1.4.2. Optimalizace pomoci siRNA specifické pro HPRT1

v v

detekovatelnosti fluorescencniho mikroskopu, byly nejucinnéj$i kombinace koncentrace
siRNA v kultivaénim médiu a mnozstvi transfekéniho reagens dale testovany pomoci
validované siRNA HPRT-S1 DS Positive Control (Integrated DNA technologies, Inc.)
specifické pro ,housekeepingovy* gen HPRTI.

Byly pouzity tyto kontroly: parentni bunéénd linie Hep2 a tzv. ,,mock kontrola*
(bunéna linie ,,ovlivnéna* samotnym transfekénim reagens bez piidané siRNA; kapitola
5.2.3.3). Vtab.9 jsou znazornény jednotlivé pouzité kombinace koncentraci siRNA
a mnozstvi ptislusného transfekéniho reagens pro transfekci v 6-jamkovych kultivacnich

destic¢kach.

Tab.9: Pouzité kombinace koncentrace siRNA a mnozstvi transfekcniho reagens pro
optimalizaci transfekce pomoci siRNA specifického pro HPRTI

R . . ¢ (siRNA) Nanofectin siRNA / INTERFERin"™
eagens * [ Oznaceni na ose x
[nM] [p1]
- parentni - -

mock - 0,39
5nM 5 0,21
NAN * |10 nM 10 0,19
15 nM 15 0,21
20 nM 20 0,39
INT * mock - 0,5
15 nM 15 0,5

* Reagens = transfekcni reagens, NAN = Nanofectin siRNA, INT = INTERFERin™

Z obr.19 je zteymé, Ze uspéSnost inhibice dan¢ho genu siln€ zavisi na koncentraci
pouzité¢ siRNA. Uginnost siRNA je také zavisld na pouzitém transfekénim reagens.
Z pouzitych pomérd byla nejucinngjsi transfekce INTERFERinem™™ pii pouziti koncentrace
15 nM, kdy bylo dosazeno snizeni HPRT1 na ~4 % a dale transfekce Nanofectinem siRNA
pti pouziti koncentrace siRNA 20 nM pii dosazeni inhibice COX-1 na ~11 % ve srovnani

s bazalni expresi HPRT1 v parentnich Hep?2.
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Obr.19: SniZeni exprese mRNA genu HPRTI po transfekci siRNA sekvence specifické pro
HPRTI. Vysledky jsou prezentovamny jako prumér hodnot ze tri nezavislych experimentii
+ SEM. Statisticka vyznamnost vysledkii je analyzovana pomoci testu ANOVA a Bonferroniho
srovnavaciho testu.
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6.1.4.3. Snizeni exprese cyklooxygenazy 1 pomoci syntetické siRNA

Na zaklad¢ predchozich vysledkli optimalizace byly pro snizovani exprese COX-1
pomoci syntetické siRNA navrzené na sekvenci genu COX-1 (Silencer® Select Pre-designed
(Inventoried) siRNA, siRNA ID #: s336; Ambion) pouzity v 6-jamkovych kultiva¢nich
destickdch kombinace koncentrace siRNA a mnoZstvi transfekéniho reagens uvedené

v tab.10.

Tab.10: Pouzité kombinace koncentrace siRNA a mnozstvi transfekcniho reagens pro
transfekci pomoci siRNA specifické pro COX-1

Reagens *| Oznateni na ose x ¢ (siRNA) Nanofectin siRNA / INTERFERin™

[nM] [ml]

- parentni - -
NAN * mock - 2,1
20 nM 20 2,1

mock - 6

1 nM 1 4

5nM 4

INT * 10 nM 10 6

15 nM 15 4

20 nM_a 20 4

20 nM_b 20 6

* Reagens = transfekcni reagens, NAN = Nanofectin siRNA, INT = INTERFERin™

Vysledky jsou zobrazeny v grafu na obr.20. Nejucinnéji se podafilo snizit expresi
COX-1 pomoci INTERFERinu™ pi1 pouziti koncentrace siRNA 20 nM, a to pfi pouziti
kombinace ,,a“ na ~24 %, pii pouziti kombinace ,,b* na ~29 % ve srovnani s bazalni expresi

COX-1 v parentnich buiikach Hep2.
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Obr.20: SniZeni exprese mRNA genu COX-1 po transfekci siRNA sekvence specifické pro
COX-1. Vysledky jsou prezentovany jako primér hodnot ze tii nezavislych experimentu
+ SEM. Statisticka vyznamnost vysledkii je analyzovana pomoci testu ANOVA a Bonferroniho
srovnavaciho testu.
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6.2. Analyza vztahi mezi geny metabolismu arachidonové

kyseliny a ABCC4

6.2.1. Méreni exprese mRNA pomoci real-time PCR

Nejprve byla v parentnich bunkach Hep2 analyzovdna bazdlni exprese vybranych
genll metabolismu AA pomoci systému primerd a sond navrZzenych a nasyntetizovanych pro
jednotlivé geny. Seznam meéfenych genli a zarovenl seznam systéml je uveden v tab.6
(kapitola 5.2.4.3.) v casti ,,Geny uplatiujici se v metabolismu arachidonové kyseliny
a transportu prostanoidi®.

V buiikach Hep2 nebyla pomoci real-time PCR detekovana bazalni exprese téchto
genti: hematopoetické prostaglandin D, syntazy (PGDS), cerebralni prostaglandin D, syntazy
(PTGDS), prostaglandin I, syntazy (PTGIS) a arachidonat 5-lipoxygenazy (ALOXS). Velmi
malo (Ct>32) byly vtéchto bunkach exprimovéany arachidondt 5-lipoxygendzu aktivujici
protein (ALOXS5AP) a cytosolickd prostaglandin E syntdza (cPGES neboli prostaglandin E
syntaza 3; PTGES3). Exprese mRNA vSech téchto jmenovanych geni se v buiikach Hep2 se
snizenou COX-1 statisticky vyznamné neménila ve srovnani s expresi v parentnich buiikach.

V grafu na obr.21 je shrnutd exprese méfenych genti ve tfech vybranych klonech
s vyrazné sniZzenou expresi COX-1 ve srovnani s parentni buné¢nou linii Hep?2.

V klonech se snizenou expresi COX-1 se statisticky vyznamné nemeénila ani exprese
COX-2. Dale nedoSlo ani k vyznamné zméné exprese mikrozomalni prostaglandin E
syntazy 2 (mPGES-2 neboli prostaglandin E syntazy 2; PTGES2).

Statisticky vyznamné (p<0.001) se zménila exprese 3 méfenych geni — mikrozomalni
prostaglandin E syntdzy 1 (mPGES-1 neboli prostaglandin E syntazy; PTGES), tromboxan A
syntazy 1 (TBXASI) a ABCC4. Exprese mRNA genu mPGES-1 byla vyznamné sniZena
(na ~6,5-15 % bazalni exprese v parentnich buiikach Hep2, dle konkrétniho klonu)
a TBXASI1 zvySena (~3,6-4,8 x vys§i nez bazalni exprese v parentnich buiikach Hep2, dle
konkrétniho klonu) po snizeni COX-1 ve srovnani s parentnimi buikami. ABCC4 vykazoval
statisticky vyznamné zvySenou expresi mRNA (~4,4-6,4 x vys$S§i nez bazalni exprese
v parentnich bunkach Hep2, dle konkrétniho klonu).

Exprese mRNA vSech méfenych genli ve vSech kontrolnich bunéénych liniich
nevykazovala 74dné statisticky vyznamné zmény oproti parentnim buikdm. Vlastnosti

a priprava pouzitych kontrolnich bunéénych linii jsou rozebrany v kapitole 5.2.3.3.
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COX-2 mPGES-1 mPGES-2 TBXAS1 ABCC4
104
N *kk
*kk
& -
I *kk T _
= F
iy
=
c
=2
o]
E
£ 1 Kl < Tooh A, T -
§ oy e 17 g = J_lf"'% 722
© 1] -
Q 11
4 1]
>N 11
c 1]
(] 1]
>N [ 1]
© 1]
e [ 1]
N H L
> 1T
3 £
S 0.1 TRk Cparentni Hep2
g, x ZZA mock
3 ek nespecificka
’5_ XN scrambled
3 [0 He p2_shRNA1/1
> (IO He p2_shRNA1/2
% (XXX Hep2_shRNA1/3
o
0.01-

*** p<0.001

Obr.21: Exprese jednotlivych genit metabolismu AA a ABCC4 po trvalém sniZeni COX-1
v parentnich buiikach Hep2 a kontrolnich bunécnych liniich. Vysledky jsou prezentoviny
jako prumer hodnot ze tri nezavislych experimentu = SEM. Statisticka vyznamnost vysledkii je
analyzovana pomoci testu ANOVA a Bonferroniho srovndvaciho testu.
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6.2.2. Test zmény stability mRNA

Po specifickém a trvalém sniZzeni exprese COX-1 v parentni linii Hep2 doslo
k vyrazné zméné hladiny mRNA zejména u dvou gentl, a to k inhibici mPGES-1 a zvySeni
ABCCA4.

Zména hladiny mRNA miiZze byt regulovdna rliznymi mechanismy, bud’ samotnou
zménou miry exprese mRNA nebo zménou stability mRNA. Z divodu blizsiho studia
mechanismu regulace zmény hladiny mRNA u téchto gent bylo provedeno srovnani stability
jejich mRNA v parentnich buiitkach a bunikdch se snizenou expresi COX-1 pomoci
aktinomycinu D (Sigma-Aldrich). Provedeni experimentu je popsano v kapitole 5.2.7.

V kazdém case odbéru byla pted sklizni bunék mikroskopicky vyhodnocena zména
jejich imrtnosti. Po 6 hodindch se zacaly projevovat toxické u€inky aktinomycinu D. Bunky
se snizenou expresi COX-1 (Hep2 shRNA1/3) se oproti parentnim Hep2 projevily vici
tomuto antibiotiku jako citlivéj$i. Po 24 hodinach plsobeni aktinomycinu D jiZ piezivalo
pouze nckolik malych kolonii u parentni linie, linie Hep2 shRNA1/3 byla jiZz vyhynuld.
V tab.11 je shrnuty stav bun¢k v jednotlivych ¢asech odbéru bunék na izolaci RNA.

Tab.11: Umrtnost bunék v jednotlivych casech odbéru*

odcbzsm Hep2 Hep2_shRNA1/3
[hod] [% Zivych bunék] [% Zivych bunék]
0 100 100
1 100 100
2 100 100
4 100 100
6 90 75
8 70 50
12 50 20
24 5 0

*Pozn.: Umrtnost bunék je vyjddiena jako % Zivych bunék ve srovndni s kontrolou. Jako
kontrola slouzila linie Hep2 / Hep2 shRNAI/3 neovlinéna aktinomycinem D, odectend ve
stejném case jako ovlivnené burnky.
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Grafy na obr.22 a 23 vyjadiuji absolutni kvantifikaci mRNA jednotlivych vybranych
genl v parentni linii Hep2 a linii Hep2 shRNA1/3 v jednotlivych Casech odbéru po zacatku
puisobeni aktinomycinu D. Casy odbéru jsou v grafech odliseny barevné. Byla méfena exprese
dvou ,housekeepingovych® geni (HPRTI1, SURFI; tab.6), dile genu COX-1 a dvou
testovanych genti, mPGES-1 a ABCC4. V grafech jsou znazornény celkem 3 kontroly sebrané
vcase 0 (KO(0)), vcase 12 hod (KO(12)) a case 24 hod (KO(24)) po nasazeni

aktinomycinu D.

1,0E+09
O1 hod
!
£ 1,0E+08 02 hod
=] 04 hod
< 1,0E+07 ] @ 6 hod
% E 8 hod
:g- 1,0E+06 Ml 12 hod
o
x B KO(0)
[}
2 1,0E+05 O KO(12
mKO(24
1,0E+04
HPRT1 SURF1 mPGES-1 ABCC4 COX-1

Obr.22: Absolutni kvantifikace exprese genit v parentni linii Hep2. Vysledky jsou
prezentovany jako priimer hodnot ze tri nezavislych experimentii = SEM.
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Obr.23: Absolutni kvantifikace exprese genii v linii Hep2 shRNA1/3. Vysledky jsou
prezentovany jako priumer hodnot ze tri nezavislych experimentii = SEM.
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Z grafl je ztetelné, ze se vyraznéjs$i degradace mRNA vSech méfenych gent zacala
projevovat 8 hodin po nasazeni aktinomycinu D. K degradaci dochazelo rychleji u linie se
snizenou expresi COX-1, coz by odpovidalo jeji zvySené citlivosti (rychlej§imu uhynu)
k danému antibiotiku. Dilezity byl fakt, ze ke zvySené degradaci doSlo u vSech geni
stejnomérné, véetné ,,housekeepingovych* gent.

V grafu na obr.24 je vyjadfena relativni kvantifikace mRNA geni mPGES-1
a ABCC4 vparentni bunécné linii Hep2 a linii se snizenou expresi COX-1

(Hep2 shRNA1/3).
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Obr.24: Relativni kvantifikace exprese genit v Case po zastaveni transkripce pomoci
aktinomycinu. Vysledky jsou prezentovany jako prumeér hodnot ze tii nezavislych experimentii
+ SEM. Porovnani statistické vyznamnosti rozdilu mezi vysledky ziskanymi v parentnich Hep2
a linii Hep2 shRNA1/3 bylo provedeno pomoci parového t-testu.

72



VYSLEDKY

Exprese je vztazend ke dvéma ,housekeepingovym* genim a priméru 3 kontrol
(bungk péstovanych v kultivaénim meédiu bez aktinomycinu) sebranych na izolaci RNA ve
tfech raznych Casech. V grafu je jako prvni hodnota vyjadiena kontrola v ¢ase 0.

Z grafu vyplyva, ze kiivky vyjadiujici degradaci mRNA obou genil v parentni linii
a linii Hep2 shRNA1/3 vykazuji shodny trend s mirné zvySenou rychlosti degradace u linie
Hep2 shRNAI1/3, ktera odpovidd zvySenému uhynu téchto bunédk po aplikaci
aktinomycinu D.

Vyse uvedené experimenty ukazuji, ze ke zméné hladiny mRNA gentt mPGES-1
a ABCC4 po trvalém snizeni COX-1 nedochdzi zménou stability jejich mRNA. Danym

mechanismem bude tedy s vysokou pravdépodobnosti zména miry exprese jejich mRNA.
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6.2.3. Test vlivu exogenniho PGE,; na expresi ABCC4

Vysledky testu vlivu exogenniho PGE, na expresi ABCC4 jsou znazornény na obr.25.
Byly sledovany dvé koncentrace PGE, a bunky byly sbirdny ve tfech ¢asovych intervalech po
piidani PGE, Nedoslo k Zadnym statisticky vyznamnym zménam exprese ABCC4 po piidani

exogenniho PGE,.
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Obr.25: Vliiv exogenniho PGE; na expresi genu ABCC4. Byly sledovany dvé koncentrace
PGE>; 50 nM (vzorky 50/6; 50/12 a 50/24) a 300 nM (vzorky 300/6; 300/12 a 300/24). Bunky
byly sklizeny v casovych intervalech po 6 (vzorky 50/6; 300/6), 12 (vzorky 50/12; 300/12)
a 24 hodinach (vzorky 50/24; 300/24) po pridani PGE,. Kontroly (buniky bez pridaného
PGE;) byly sbirany v case pridani PGE, a 24 hodin po pridani PGE,,
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7. Diskuze

Cyklooxygenaza (COX) je z klinického hlediska velmi dilezitym enzymem, nebot’ je
cilem nesteroidnich antiflogistik (NSA) (Vane 1971), 1éCiv pro snizovani horecky, bolesti
a zanétu. NSA jsou jednou znejvice ptedepisovanych Iékovych skupin v celosvétovém
métitku (Suchy and Reichel 2003). Hlavnim problémem pti dlouhodobém uZivani téchto
viedil v travicim traktu v souvislosti s uzivdnim tzv. tradicnich NSA (Graham et al. 1993)
nebo vyskyt kardiovaskularnich ptihod pii 1é€be koxiby (Wright 2002). Phivod téchto
neptiznivych U€inklt neni dosud dostatecné objasnén. K jeho vétSimu pochopeni by mohlo
napomoci praveé blizsi studium funkce enzymu COX.

COX existuje minimdln¢ ve dvou zékladnich izoforméach, jednou znich je
cyklooxygendza 1 (COX-1), druhou cyklooxygenaza 2 (COX-2) (Smith and Dewitt 1996). Je
klicovym enzymem v metabolismu arachidonové kyseliny (AA), kterou pfeménuje na
nestabilni meziprodukt prostaglandin (PG) H,. Ten je metabolizovan dalSimi enzymy za
vzniku  raznych  prostanoidl, latek uplatiujicich se viadé¢ fyziologickych

a patofyziologickych procesi.

Cilem této prace bylo studovat vztahy mezi jednotlivymi geny piimo ¢i vzdalené
souvisejicimi s metabolismem AA. Pro dané experimenty byla vybrana lidska bunééna linie
rakoviny cervixu (Hep2), ve které byla specificky sniZena exprese COX pomoci mechanismu
tzv. RNA interference (RNA1).

Byly testovany obé¢ strategie vyuzivajici RNAI, tzn. jak pfistup pouzivajici shRNA
(,,short hairpin RNA*) sekvenci, tak pfistup se syntetickymi siRNA (,,small interfering
RNA*). Pomoci siRNA se podatilo snizit expresi mRNA genu COX-1 az na ~24 % bazalni
exprese vparentni linii (Obr.20), coz ovSem nedosahovalo vysledkli ziskanych
prostfednictvim shRNA. Nevyhodou pouziti siRNA je nemoznost dosdhnout vyrazn¢jSiho
snizeni mRNA navazujicimi procesy (napi. rozklonovanim jiz transfekované bunécné linie),
jelikoz efekt inhibice je pouze docasny.

Jako efektivnéjsi se tedy jevil pfistup vyuzivajici shRNA sekvenci, ktery umoziuje
ziskat bunécnou linii s trvale snizenou expresi genu. Jedna z shRNA navrzenych pro COX-1,
nazvana shRNAI1, byla velmi u¢innd. Po transfekci bun€k Hep2 zaklonovanou shRNAI

sekvenci a selekci antibiotikem doSlo k inhibici exprese mRNA genu COX-1 na ~25,6 %
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bazalni exprese v parentnich Hep2 (Obr.13). Vznikl4 linie dostala nazev Hep2 shRNA1. Bylo
ziskano nékolik klond této bunééné linie s vyznamné snizenou expresi COX-1, znichz
nejvyraznéj$iho snizeni bylo dosazeno u klonu Hep2 shRNA1/3 (na ~5,2 % bazalni exprese
v parentnich Hep2) (Obr.15). Snizeni exprese COX-1 bylo u vybranych klonii potvrzeno
nejen na urovni mRNA pomoci real-time PCR, ale 1 na Girovni proteinii pomoci Western blotu
(Obr.16) a na urovni funkéni méfenim zmény produkce PGE,; pomoci metody ELISA
(Obr.17).

Necekané vysledky pfinesly experimenty s shRNA navrzenymi pro COX-2. Po
aplikaci téchto shRNA doslo v bunikach Hep2 misto ocekdvaného sniZeni ke zvySeni exprese
tohoto genu. U péti ze Sesti testovanych sekvenci bylo zvySeni statisticky vyznamné (Obr.14).
Diivod tohoto jevu neni zcela jasny. Jednim z moznych vysvétleni by mohla byt saturace
exportinu 5, ktery se uplatituje pii pfenosu molekul pre-miRNA (prekurzor mikroRNA) nebo
shRNA z jadra do cytoplazmy (Yi et al. 2005). ,,.Zahlcenim* exportinu 5 molekulami shRNA
mohlo dojit k inhibici ptirozeného odbourdvani COX-2 pomoci miRNA (mikroRNA).
V ptipadé, ze by dané shRNA byly méné uc¢inné nez ptirozené miRNA, doslo by ke zvySeni
hladiny mRNA genu COX-2 v buiice.

Pro dal$i experimenty zaméfujici se na studium vztahli mezi geny souvisejicimi
s metabolismem AA byly vybrany tfi klony linie Hep2 shRNAI se stabiln€ sniZzenou expresi
COX-1 (Obr.15).

Jednim z uskali vyuziti shRNA sekvenci je pfipadnd indukce nespecifické imunitni
odpovédi bunky (Bridge et al. 2003), kterd mize ovlivnit prib&h provadénych experimentt.
V pfislusnych ttech klonech linie Hep2 shRNAI1 a kontrolnich (nespecifické a ,,scrambled*)
bunéénych liniich byla provedena analyza exprese osmi vybranych genli uplatiiujicich se
v procesu vnitini imunitni odpovédi buiiky (Tab.6). U zadného ztéchto genl nedoslo ke
statisticky vyznamné zméné exprese ve srovnani s parentni linii Hep2. Vyvolani imunitni

odpovédi buiiky nebylo tedy potvrzeno.

Exprese jednotlivych genli metabolismu AA je tkanové specifickd (Dubois et al. 1998;
Smith, DeWitt, and Garavito 2000). Z tohoto divodu byla nejprve v parentni linii Hep2
provedena analyza exprese vybranych gent. Jejich seznam se nachazi v tab.6 v Casti ,,Geny
uplatiiujici se v metabolismu arachidonové kyseliny a transportu prostanoidi‘. Bazalni
exprese nckterych genti byla velmi nizka, proto se ji nepodafilo pomoci real-time PCR
detekovat. Slo o hematopoetickou prostaglandin D, syntazu (PGDS), cerebralni

prostaglandin D, syntdzu (PTGDS), prostaglandin I, syntazu (PTGIS) a arachidonat
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5-lipoxygenazu (ALOXS). Velmi malo (Ct>32) byly vtéchto buiikach exprimovéany
arachidonat 5-lipoxygenazu aktivujici protein (ALOXSAP) a cytosolicka prostaglandin E
syntaza (cPGES neboli prostaglandin E syntdza 3; PTGES3). Exprese mRNA vsech téchto
genll se v klonech bunécné linie Hep2 shRNAI1 vyznamné neménila ve srovndni s expresi
v parentnich Hep2.

Enzymy COX-1 a COX-2 jsou z hlediska sekvence aminokyselin shodné z 60-65 %
(Chandrasekharan and Simmons 2004). Z divodu otestovani moznosti ovlivnéni 1 druhé
izoformy COX sekvenci shRNA1 byla v klonech linie Hep2 shRNA1 zméfena i exprese
COX-2. Ve srovnani s parentni linii Hep2 nebyla v méfenych klonech nalezena Zadna
statisticky vyznamnd zména exprese mRNA genu COX-2 (Obr.21). Z toho vyplyva, Ze

shRNA1 nema na tuto izoformu vliv a je specifickd pouze pro COX-1.

Zajimavé vysledky pfineslo studium vztahi na arovni mRNA mezi geny kodujicimi
COX-1 a prostaglandin E syntazy (PGES). Tyto enzymy se spolecné podileji na syntéze
PGE,, nicmén€ dosud nebylo dostatecné objasnéno funkéni spojeni termindlnich PGES
s izoformami COX a pfinos jednotlivych izoforem pro bazadlni nebo indukovanou syntézu
PGE..

Mikrozomalni prostaglandin E syntaza 1 (mPGES-1) je povaZovana za inducibilni
enzym piednostné se parujici s COX-2 (Murakami et al. 2002; Samuelsson, Morgenstern, and
Jakobsson 2007; Yang 2007). Po specifické inhibici COX-1 v bunécné linii Hep2 doSlo
k vyznamnému snizeni mRNA genu mPGES-1 (Obr.21), coz ukazuje na mozné spojeni této
izoformy s COX-1. Tento vysledek je vsouladu s publikovanym spojenim mPGES-1
a COX-1 v ledvinach (Schneider et al. 2004; Francois et al. 2007). Spolecné zapojeni
mPGES-1 a COX-1 do syntézy PGE; bylo nalezeno kromé ledvin i v mozku, zaludku, sleziné
(Boulet et al. 2004) a mlé¢né zlaze mysi (Chandrasekharan et al. 2005).

Exprese mRNA dalsi izoformy PGES, mikrozomalni prostaglandin E syntazy 2
(mPGES-2), se v klonech Hep2 shRNAI vyrazné neménila ve srovnani s parentni linii Hep2
(Obr.21). Dle literatury je mPGES-2 konstitutivné exprimovany enzym, ktery se miiZe
parovat s obéma izoformami COX, pfiCemz zatim neni jasné, kterou ztéchto izoforem
mPGES-2 preferuje (Murakami et al. 2002; Ivanov and Romanovsky 2004). O zapojeni
mPGES-2 do procesu horecky a zanétu dosud neexistuje mnoho informaci. Vysledky ziskané
v linii Hep2 pomoci specifického snizeni COX-1 ukazuji, Ze mPGES-2 by mohla byt
prednostné spojena s inducibilni COX-2. Pro potvrzeni tohoto zavéru by méla byt provedena

analyza exprese mRNA genu mPGES-2 také po specifické inhibici COX-2. Navic, exprese
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COX-1 nebyla v buitkach Hep2 inhibovana uplné (Obr.15) a je mozné, ze pro statisticky
vyznamnou zménu exprese mPGES-2 by bylo potteba snizit hladinu mRNA genu COX-1 na
méné nez ~5,2 %.

Uvadi se, ze cPGES, stejn¢ jako COX-1, je konstitutivné exprimovana v celé fade
riznych tkani (Murakami et al. 2002; Yang 2007). Navic jsou oba tyto enzymy spole¢né
lokalizovany v cytoplazmé, coz podporuje predpoklad, ze cPGES a COX-1 jsou funkcné
spojeny (Yang 2007). Han a kol. (Han and Smith 2002), v rozporu s touto piedstavou,
nicméné uvadi 1 moznost parovani cPGES a COX-2 vbunkdch exprimujicich COX-2
konstitutivné. Analyza exprese mRNA v parentni linii Hep2 ukézala, Ze cPGES je v téchto
buiikach exprimovana velmi slabé (Ct>32) a trvalé sniZzeni exprese COX-1 expresi cPGES
vyznamné nezménilo. Tyto vysledky naznaCuji, Ze cPGES neni v bunikdch Hep2 spojena
s COX-1, ale pravdépodobné s COX-2, ktera je v t€chto bunikach konstitutivné exprimovana.

mPGES-1 byla jedinou ze vSech tfi izoforem PGES, jejiZz exprese se po inhibici
COX-1 vyrazn€ ménila. Proto sniZeni produkce PGE, potvrzené metodou ELISA (Obr.17)

naznacuje, ze mPGES-1 vyznamné ptispiva k bazalni syntéze PGE, zavislé na COX-1.

Dal$im z genti, u kterého se vyrazné zménila hladina mRNA po stabilnim sniZeni
COX-1, byl gen kodujici tromboxan A syntazu 1 (TBXASI). Exprese mRNA tohoto enzymu
byla v méfenych klonech linie Hep2 shRNA1 vyznamné zvySena (Obr.21). Exprese druhé
izoformy cyklooxygendzy, COX-2, zistala po inhibici COX-1 v buitkdch Hep2 nezménéna
(Obr.21), coz mohlo napomoci kudrZzeni dostatecné hladiny PGH,. Zérovenn v linii
Hep2 shRNA1 doSlo k inhibici drahy pro syntézu PGE,, ktera se projevila vyraznym
snizenim mPGES-1 (Obr.21) a zejména PGE, jako findlniho produktu (Obr.17). Z toho
vyplyvajici mensi spotieba PGH, mohla zptsobit akumulaci tohoto meziproduktu (Boulet et
al. 2004). Nahromadény PGH; mohl byt poté metabolizovan dalSimi enzymy metabolismu
AA, napt. TBXASI. Je tedy mozné, ze zvySena exprese TBXAS]1 byla reakci na akumulaci
PGH,; v dasledku vyznamného snizeni exprese mPGES-1.

Tento vysledek také ukazuje na mozny vztah mezi snizenim exprese COX a vznikem

nepiiznivych kardiovaskularnich G€inki pti uzivani NSA.

Kromé gent kddujicich enzymy souvisejicimi s metabolismem AA piimo byl také
sledovan gen ABCC4 (“ATP-binding cassette, sub-family C, member 4‘). Produkt tohoto
genu, transportér MRP4 (,,Multidrug resistance protein®), je kromé jinych substrata

pienaseCem 1 nekterych cytostatik (Leggas et al. 2004; Tian et al. 2005) a antivirotik (Chen,
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Lee, and Kruh 2001; Adachi et al. 2002; Sampath et al. 2002). V této praci byl ABCC4/MRP4
studovan v souvislosti s metabolismem COX zejména pro své zapojeni do pienosu
prostanoidll (Reid et al. 2003; Rius et al. 2005; Lin et al. 2008) a svij klinicky vyznam pii
kombinovaném vyuziti NSA a cytostatik pfi [é€be rakoviny (viz nize).

Jak je zfejmé z grafu na obr.21, exprese mRNA genu ABCC4 byla v bunécéné linii
Hep2 shRNAI vyznamné zvySena ve srovnani s neovlivnénou parentni linii Hep2. Tento
vysledek naznacuje, Ze regulace genu ABCC4 na urovni mRNA je zfejmé uzce spojena
s metabolismem COX. Dale tento nalez podporuje tvrzeni, ze ABCC4/MRP4 hraje roli
v transportu prostanoidi.

Zvyseni exprese ABCC4/MRP4 po inhibici COX milze mit velky klinicky vyznam.
Svoji stézejni roli zde hraji NSA, 1éCiva, jejichz hlavnim mechanismem ucinku je pravé
inhibice tohoto enzymu (kapitola 3.3.1.3.). Snaha zapojit NSA do lécby rakoviny je zaloZena
na Cetnych studiich ukazujicich, ze NSA sami o sobé mohou inhibovat rist rakovinnych
bunék, redukovat angiogenezi a zvySovat citlivost rakovinnych bunck k apoptdze vyvolané
ozatenim (Raju et al. 2002; Kim et al. 2004; Nakata et al. 2004).

Existuje také mnoho studii, které¢ se zabyvaji vyuzitim NSA v kombinaci
s chemoterapeutiky, pfipadné radioterapii, ke zefektivnéni 1éCby rGznych typii rakoviny,
vcetné karcinomu délozniho Cipku. Vysledky téchto studii nejsou viibec jednoznaéné. Byly
napiiklad provedeny dvé klinické studie hodnotici UCinek celecoxibu v kombinaci
s ozafovanim a cytostatiky, a to cisplatinou (Herrera et al. 2007) nebo cisplatinou
s 5-fluorouracilem (Gaftney et al. 2007), pi1 1é¢bé pokrocilého stadia rakoviny délozniho
¢ipku. Navzdory ocekavani byly vysledky zklamanim. Obé¢ studie odhalily, ze celecoxib
zvysuje toxicitu 1€¢by s absenci jakéhokoliv vétSiho klinického prospéchu. Klinické studie
provedené¢ u kolorektalni rakoviny také neprokédzaly Zzadny prospéch zkombinovani
celecoxibu se standardni chemoterapii (Maiello et al. 2006; El-Rayes et al. 2008). N¢&kteti
autofi dokonce publikovali, ze pfidani celecoxibu k uréitym chemoterapeutikiim pii 1é¢bé
rakoviny tlustého stfeva zhorSovalo odpovéd’ na lécbu (Andre et al. 2007). Negativni vliv
celecoxibu kombinovaného s 5-fluorouracilem byl popsan také in vitro u bunétné linie
kolorektéalni rakoviny (Lim et al. 2007). Klinické studie kombinujici NSA se standardni
chemoterapii pii 1é¢bé rakoviny plic ukazuji rozporuplné vysledky (Altorki et al. 2003;
Krysan et al. 2006; Lilenbaum et al. 2006).

Na zaklad¢ téchto vysledka se da predpokladat existence ur¢itych farmakokinetickych
interakci mezi n€kterymi NSA a urcitymi cytostatiky. Jednim z moZnych mechanismi miize

byt zvysSeni exprese transportéru prenasejici dané cytostatikum z buniky. V piipadé MRP4 jde
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napiiklad o cytostatika irinotekan (Norris et al. 2005) a topotekan (Leggas et al. 2004).
Neékterymi studiemi bylo jiz potvrzeno, ze zvySeni exprese ABCC4/MRP4 je zpiisobeno ze
skupiny NSA napiiklad celecoxibem. Gradilone a kol. studovali indukci ABCC4/MRP4
zpusobenou celecoxibem v bunééné linii rakoviny plic (Gradilone et al. 2007) a rakoviny
tlustého stieva (Gradilone et al. 2008). V obou studiich zplisoboval celecoxib zvySeni exprese
ABCC4/MRP4. Ptfesny mechanismus indukce ABCC4 celecoxibem neni uplné znamy.
Celecoxib, obzvlast’ ve vysSich koncentracich ovlivituje kromé COX-2 a velmi slabé COX-1
také jiné geny a miZe zpusobovat inhibici bunééného cyklu a apoptozu (Bock et al. 2007).
Vysledky experimentli s sShRNA1 v bunkdch Hep2 podporuji teorii, Ze zvySeni ABCC4
pomoci NSA je zptisobeno specifickou inhibici COX.

Vysledny efekt chemoterapie kombinované s NSA miize byt ovlivnén mnoha faktory.
Kromé jiz vysSe diskutovaného ovlivnéni exprese transportéri zvySujici pfenos cytostatik
z bunky mize mit vliv typ pouZitého NSA (rtizné NSA mohou inhibovat ABCC4 riznou
mérou (Reid et al. 2003)) nebo mira exprese COX-2 v nddorové tkani (Edelman et al. 2008).
Nicméné, zklinického hlediska je velmi dualezité sledovat zvySenou expresi ABCC4
zpusobenou NSA a vyhnout se tak kombinovani NSA zvySujicitho expresi transportéru

s cytostatikem, které je substratem daného prenasece.

Ke zméné hladiny mRNA mitize dojit vice mechanismy. Jednim znich je samotna
zména miry exprese mRNA a dalSim je zména stability mRNA. Za tucelem bliz§iho
prostudovani mechanismu, kterym doslo ke zméné hladiny mRNA genlt mPGES-1 a ABCC4
po dlouhotrvajici inhibici COX-1, byl proveden test zmény stability mRNA téchto dvou genti
v parentni linii Hep2 a linii Hep2 shRNA1/3. Nebyla zjiSténa Zadna statisticky vyznamna
zména ve stabilit¢ mRNA v Hep2 shRNA1/3 ve srovnani s parentnimi Hep2 (Obr.24).
Zména hladiny mRNA téchto dvou genti nebyla tedy zplisobena zménou jeji stability a dany
regula¢ni mechanismus pravdépodobné probiha na transkripéni trovni.

Byl studovan vliv PGE,, jako jednoho ze substrati MRP4, na expresi mRNA genu
ABCCA4. Byla sledovana zména exprese ABCC4 v riznych casovych intervalech po ptidani
exogenniho PGE, do kultivatniho média u parentni linie Hep2 a linie Hep2 shRNA1/3.
Analyza pomoci real-time PCR ukdzala, Ze ke statisticky vyznamné zméné exprese mRNA
genu ABCC4 nedosSlo ani v jedné ztestovanych bunéénych linii (Obr.25). Tyto vysledky
ukazuji, ze exprese mRNA genu ABCC4 neni ovlivnéna svym substraitem PGE,, coz je

dalSim dikazem Ze regulace mezi ABCC4 a COX-1 by méla probihat na tirovni transkripce.
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8. Souhrn

Tato prace byla zaméfena na studium vztahi mezi COX a dal§imi geny souvisejicimi

s metabolismem AA pomoci RNA interference. Vysledky lze shrnout do nasledujicich bodu:

1. Pro ptipravu modelové bunécné linie byly navrzeny 4 sekvence shRNA specifické pro
COX-1 a 6 sekvenci shRNA pro COX-2, které¢ byly zaklonovany do expresnich vektort. Tyto
vektory byly transfekovany do buné¢né linie rakoviny cervixu (Hep2) a selektovany pomoci
blasticidinu. Z shRNA specifickych pro COX-1 byla identifikovana jedna vysoce U¢inna
sekvence (shRNAT; sniZeni na ~25,6 % bazalni exprese COX-1 v parentnich bunikach Hep2).
Sekvence specifické pro COX-2 ptekvapivé zvySovaly expresi tohoto genu. Tento jev muze
byt vysvétlen saturaci exportinu 5, kterd zpusobila inhibici pfirozeného odbouravani COX-2

pomoci miRNA.

2. Pro sniZeni exprese COX-1 bylo vyuZito také syntetickych siRNA, pomoci nichZ se
podaftilo snizit expresi mMRNA tohoto enzymu na ~24 % bazalni exprese mRNA v parentnich
buinikach Hep2. Vzhledem k tomu, Ze pii pouziti tohoto pfistupu je snizeni exprese genu pouze
doCasné¢ a neni moZné dosdahnout vyraznéjSiho sniZeni navazujicimi postupy, naptiklad

rozklonovanim dané linie, jevil se pro dalsi ucely ptistup vyuzivajici shRNA jako vyhodnéjsi.

3. Z linie transfekované zaklonovanou shRNA1 sekvenci bylo metodou rozklonovani
piipraveno nékolik klonli s vyrazné a stabiln€é snizenou COX-1. Inhibice exprese COX-1
v téchto klonech byla potvrzena na urovni mRNA pomoci real-time PCR (sniZeni aZ na
~5,2 % bazalni exprese v parentnich buiikach), na trovni proteini pomoci Western blotu a na

urovni funkéni pomoci metody ELISA.

4. Vybrané¢ klony byly pouzity pro analyzu vztahi mezi COX a dalSimi geny
souvisejicimi s metabolismem AA, pro které byly navrzeny a optimalizovany systémy
primerd a sond pro real-time PCR. Byla sledovdna zména hladiny mRNA téchto genu

v zavislosti na inhibici COX-1. Byly ziskany tyto nejvyznamnéjsi vysledky:
a)  Po trvalé inhibici COX-1 doslo k vyznamné zméné hladiny mRNA (snizeni) u jedné
ze tii izoforem enzymu PGES, mPGES-1, a zaroven ke sniZeni produkce PGE,. mPGES-1

je povazovana za inducibilni enzym spolupracujici s COX-2, bylo ale publikovano 1 jeji
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1.

vvvvv

muze parovat s izoformou COX-1 a byt zapojena do bazalni produkce PGE,. U dalSich
izoforem, cPGES a mPGES-2, nebylo na trovni transkripce prokézano spojeni s COX-1.
Tyto enzymy se tedy pravdépodobné paruji v linii Hep2 s izoformou COX-2, nicméné pro
potvrzeni tohoto zavéru by bylo potieba provést analyzu exprese téchto genti také po

specifickém snizeni COX-2.

b)  Po trvalé inhibici exprese COX-1 doslo k vyznamnému zvySeni hladiny mRNA genu

ABCC4 kodujiciho transportér MRP4. Tento vysledek poskytuje dalsi dikaz, ze MRP4 je
zapojen do prenosu prostanoidi. JelikoZ je tento transportér zaroven pienaSeCem
1 nékterych cytostatik, mize mit tento nalez velky klinicky vyznam pfti 1€cbé rakoviny pii
kombinovaném vyuZziti chemoterapie s NSA (léki inhibujicich COX). Dal§i vyzkum
zaméfeny na studium vlivu jednotlivyjch NSA na expresi ABCC4/MRP4 a stim
souvisejici studium substratové specifity MRP4 k cytostatikiim miiZze velmi napomoci

k eliminaci pouziti nevhodné kombinace NSA/cytostatikum.

c) Po snizeni exprese COX-1 doSlo k vyznamnému zvySeni hladiny mRNA genu

TBXASI, z ¢ehoz vyplyva, Ze TBXAS1 miZe byt spojena s COX-1.

d) Byl blize studovan mechanismus zmény hladiny mRNA genlt mPGES-1 a ABCC4 po

stabilni inhibici COX-1. Bylo zjiSténo, Ze snizeni mRNA genu COX-1 nema vyznamny
vliv na stabilitu mRNA téchto dvou gent. Tento vysledek naznacuje, Ze mPGES-1

a ABCC4 maji s COX-1 spole¢né regulacni mechanismy na urovni transkripce.

e) Byl testovan vliv PGE, na expresi genu ABCC4. Bylo zjisténo, ze PGE; neovliviiuje

hladinu mRNA genu ABCC4, coz je dal§im dikazem, Ze regulace ABCC4 ve vztahu ke

COX-1 pravdépodobné probihd na trovni transkripce.

Navazujici studie by bylo vhodné zaméftit na:

Studium vztahi mezi COX-2 a vybranymi geny souvisejicimi s metabolismem AA,

zejména PGES a ABCCA4.

2.

Studium zmén exprese genil metabolismu AA a ABCC4 po aplikaci NSA a porovnani

téchto vysledka s vysledky ziskanymi po specifickém snizeni exprese COX.

3.

Studium vlivu jednotlivych NSA na expresi ABCC4/MRP4, piipadné dalSich

transportéra (napt. ABCC5/MRPS).
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9. Summary

This study investigated the relationship between COX and chosen
AA metabolism-related genes by means of RNA interference. The results are summarized

below.

1. In order to prepare a model cell line, four shRNAs against COX-1 and six shRNAs
against COX-2 were designed and cloned into expression vectors. The vectors were
transfected into Hep2 (cervix carcinoma) cell line and selected with blasticidine. From the set
of COX-1-specific shRNA sequences, shRNA1 was a highly effective one (suppressing
COX-1 mRNA to ~25.6 % of the basal expression in parent cells). Surprisingly, all
COX-2-specific shRNAs enhanced COX-2 mRNA expression. This could be explained by the
saturation of exportin 5 that inhibited a natural COX-2 mRNA degradation by miRNA.

2. In addition, synthetic siRNAs were used to inhibit COX-1 mRNA and the
down-regulation of ~24 % compared to the basal expression in parent cells was reached.
However, siRNA-mediated mRNA suppression is just transient and for that reason it is not
possible to reach more significant inhibition by additional procedures, e.g. cell cloning

method. Therefore, the strategy using shRNAs was more suitable for further experiments.

3. A few clones with significantly and stable down-regulated COX-1 were prepared by
the cell cloning method using the shRNA1-transfected cell line. The COX-1 inhibition was
confirmed by real-time PCR on the mRNA level (suppression to ~5.2 % of the basal
expression in parent cells), by Western blot on the protein level and by PGE,-ELISA on the

functional level.

4. The sets of primers and probes were designed and optimalized for selected genes
involved in AA metabolism and the influence of COX-1 inhibition on individual gene
expression has been evaluated in chosen COX-1-suppressed clones. The most important
findings are summarized below.
a)  After the permanent COX-1 inhibition, mPGES-1 was the only isoform from the three
PGESs in which mRNA level was significantly changed (down-regulated).

Simultaneously, PGE, synthesis was suppressed. mPGES-1 is believed to be an inducible
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enzyme preferentially coupled with COX-2, less often with COX-1. The results obtained
in Hep2 cell line brought further evidence that mPGES-1 could pair with COX-1 and be
involved in basal PGE, synthesis. mPGES-2 and cPGES exhibited no transcriptional
dependence on COX-1 which indicates that these PGES isoforms may be preferentially
coupled with the inducible COX-2 in Hep2 cells. However, this assumption should be
further confirmed by mPGES-2 mRNA expression analysis after a specific COX-2
suppression.

b)  After the long-term COX-1 suppression, ABCC4 (encoding MRP4 transporter) was
significantly up-regulated. This result supports the suggestion that MRP4 has a role in
prostanoid transport. Because MRP4 can also mediate the transport of some cytotoxic
drugs, this finding could be clinically very important for the combined use of cytostatics
and NSAIDs (COX inhibiting drugs) in cancer therapy. Further investigation examining
MRP4 substrate specifity to cytostatics and also the influence of individual NSAIDs on
ABCC4/MRP4 expression could be helpful for elimination of the use of inappropriate
drug (NSAID/cytostatic) combination.

c)  After the permanent COX-1 inhibition, TBXAS1 mRNA was significantly enhanced.
This result indicates that TBXASI could be co-regulated with COX-1 at the mRNA level.
d) The mechanism of the change of mPGES-1 and ABCC4 mRNA levels after COX-1
suppression was specified. It was revealed that COX-1 mRNA inhibition has no influence
on mPGES-1 and ABCC4 mRNA stability. These results indicate that mPGES-1 and

ABCC4 could share some of the transcriptional regulatory mechanisms with COX-1.

e) The influence of PGE, on ABCC4 gene expression was evaluated. It was found that
PGE, alone does not affect ABCC4 mRNA level, which is further evidence that the
ABCC4 regulation in relation to COX-1 takes place at the transcriptional level.

The following studies could be aimed at:

1. Analysis of the relationship between COX-2 and chosen downstream genes, especially
PGESs and ABCC4.
2. Analysis of the influence of NSAIDs on AA metabolism-related genes expression. The

comparison of these results with results get after specific COX inhibition.
3. Analysis of the influence of NSAIDs on the expression of ABCC4/MRP4, eventually
other transporters (e.g. ABCC5/MRPS).
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Spolufesitelka grantu AV CR & KAN401770651: Molekularni

nanosystémy a nanosoucastky: elektrické transportni vlastnosti

Univerzalni bunéény systém pro testovani vazebnych schopnosti triplex
tvoficich oligonukleotidii (ptijaty Utadem priimyslového vlastnictvi dne

17.8.2005)
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Radilova, H., A. Libra, S. Holasova, M. Safarova, A. Viskova, F. Kunc, and M. Buncek.
2009. COX-1 is coupled with mPGES-1 and ABCC4 in human cervix cancer cells.
Mol Cell Biochem (accepted).

Vondracek, J., P. Krcmar, J. Prochazkova, L. Trilecova, M. Gavelova, L. Skalova, B.
Szotakova, M. Buncek, H. Radilova, A. Kozubik, and M. Machala. 2009. The role of
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of polycyclic aromatic hydrocarbons in a model of rat liver progenitor cells. Chem
Biol Interact 180:226-237.

Ceckova, M., Z. Vackova, H. Radilova, A. Libra, M. Buncek, and F. Staud. 2008. Effect of
ABCG?2 on cytotoxicity of platinum drugs: interference of EGFP. Toxicol In Vitro
22:1846-1852.

Jiroutova, A., R. Slavkovsky, M. Cermakova, L. Majdiakova, I. Hanovcova, R. Bolehovska,
M. Hajzlerova, H. Radilova, E. Ruszova, and J. Kanta. 2007. Expression of mRNAs
related to connective tissue metabolism in rat hepatic stellate cells and myofibroblasts.
Exp Toxicol Pathol 58:263-273.
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genetiky. 1. vyd. Praha : Karolinum, 2006. 47 s. ISBN 80-246-1072-8.

Buncek, M., V. Backovska, S. Holasova, H. Radilova, M. Safarova, F. Kunc, and R. Haluza.
2006. Unusual chromatographic behavior of oligonucleotide sequence isomers on two
different anion exchange HPLC columns. Anal Biochem 348:300-306.

Bun&ek M., Batkovska V., Holasova S., Radilova H., Safifova M., Kunc F., Haluza R.:
Retention behavior of oligonucleotide samples on glycidyl methacrylate based DEAE
modified stationary phase, Chromatographia, http://dx.doi.org/10.1365/s10337-005-
0620-x, 2005.

Holasova, S., M. Mojzisek, M. Buncek, D. Vokurkova, H. Radilova, M. Safarova, M.
Cervinka, and R. Haluza. 2005. Cholesterol conjugated oligonucleotide and LNA: a
comparison of cellular and nuclear uptake by Hep2 cells enhanced by streptolysin-O.
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Prezentace:

Kuglik P., Radilova H., Gaillyovd R.: Molekularné-cytogeneticka diagnostika Prader-
Willi/Angelmanova syndromu, I. Teyschliv pediatricky den, 12.2.2000. Pfednaska

Gaillyova R., Kuglik P., Radilovda H.: Molekularné¢ cytogeneticka diagnostika Prader-
Willi/Angelmanova syndromu. Abstrakt pfednasky pfednesené na Kongresu MEFA
,Pokroky v lékarstvi a farmacii® 7.-10.11. 2000 v Brn€. Sbornik abstrakt, 2000 (¢islo
VZ neuvedeno)

Radilova, H. (2003) Vyuziti TFO v genové terapii: testovani vazebnych schopnosti TFO v
bunééné kultuie. Konference PGS, Faf UK Hradec Kralové, 3.4.2003. Prednaska

Radilova, H., Mikolajska, S., Bunéek, M. (2003) Zkusenosti s vyuzitim luciferazy pti pripravé
modelového systému pro testovani TFO. Konference O buiikach a lidech, GeneTica,
Praha, 9.10.2003. Pfednaska

Mikolajska, S., Radilova, H., Buncek, M. (2003) Zkusenosti a vyuziti GFP a retrovirového
systému. Konference O buiikach a lidech, GeneTica, Praha, 9.10.2003. Piednaska

Hana Radilova, Sarka Mikolajska and Martin Bundek (2004) Gene Therapy: The Use of the
Retroviral Gene Transfer Technology for the Development of TFO Binding Affinity
Testing System. XIX. Biochemicky sjezd, Ceska spole¢nost pro biochemii a

molekuldrni biologii a Slovenska spolo¢nost pre biochémiu a molekuldrnu bioldgiu pri
SAV, Olomouc, 31.8.-3.9. 2004. Book of abstracts 129

Séarka Mikolajska, Hana Radilova and Martin Bunéek (2004) Cell system for gene therapy
using EGFP-NLS Fusion Protein Expression: Testing of Oligonucleotide Nuclear
Uptake. XIX. Biochemicky sjezd, Ceska spole¢nost pro biochemii a molekularni
biologii a Slovenska spolo¢nost pre biochémiu a molekuldrnu bioldégiu pri SAV,
Olomouc, 31.8.-3.9. 2004. Book of abstracts 111

Radilova Hana, Mikolajska S, Bunéek M (2004) Antigene strategy in gene therapy: the use of
retroviral gene transfer technology in development of the TFO binding affinity testing
system. 3. Celostatni konference o genové a bunécné terapii, Praha, 2.12. 2004.
Ptrednaska

Mikolajska Sarka, Mojzisek M, Bunéek M, Radilova H, Safifova M (2004) Cell system for
gene therapy: testing of oligonucleotide nuclear uptake. 3. Celostatni konference o
genoveé a bunécné terapii, Praha, 2.12. 2004. Pfednaska

S. Holasova, M. Safafova, H. Radilova, A. Libra and M. Bunéek (2005) Cyclooxygenase 1
shRNA silencing and monitoring of RNA1 side effect. Konference: Sondy (nejen)
v realném cCase & SSCP jinak, Generi Biotech, Praha, 7.11.2005. Poster

Bunéek M., Radilova H., Holasova S., Safafova M., Libra A.: Cyclooxygenase 1 shRNA
silencing and monitoring of RN A1 side effect; RNA Club, Praha, 21.9.2006. Prednaska
s abstraktem ve sborniku



H. Radilova: Trvalé snizeni exprese PTGS1 pomoci shRNA; Konference: OLI’GO WITH
BRAIN, Generi Biotech, Praha, 6.11.2006. Pfednaska

H. Radilova: SniZeni exprese lidské cyklooxygenasy 1 pomoci RNA interference
prostfednictvim shRNA; Startovaci seminai klastru Nanomedic, Litomysl, 25.-
26.10.2007. Pfednaska

H. Radilova: Exprese genti metabolismu arachidonové kyseliny po sniZeni exprese COX1
pomoci RNA1; odborny seminat ,,Vyvoj ptipravki pro genovou terapii®, Nanomedic,
Jablonné nad Orlici, 9.4.2008. Prednaska

H. Radilova: RNA interference: sniZeni exprese cyklooxygendzy vs. nespecificka odpovéd’; 1.
vyro¢ni setkdni feSiteli projektd klastru Nanomedic, Nanomedic, Spindlerav mlyn,
12.-13.6.2008. Prednaska

H. Radilova: Uginnost syntetickych siRNA pii snizovani genové exprese - nade zkusenosti;
seminaf klastru Nanomedic ,,Vyvoj nosic¢u pro cilenou distribuci 1é¢iv, biodistribuce
hyaluronanu, genova terapie*, Nanomedic, Chocen, 14.11.2008. Pfednaska

H. Radilova: Studium exprese a stability mRNA genit metabolismu arachidonové kyseliny;
odborny seminai ,,NosiCe na bazi biopolymeri a jejich derivatd, biodistribuce
hyaluronanu, genova terapie, vyvoj rekombinantnich proteini*, Nanomedic, Jablonné
nad Orlici, 13.5.2009. Prednaska
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Kuglik P., Gaillyova R., Radilova H.: A molecular cytogenetic and clinical study of patients
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Taborska, S., Radilova, H., Buncek, M., Fiedler, Z. (2003) Gene therapy: the use of the
luciferase reporter system for gene expression studies in human cells. Dresden
Chemiluminescence Days, Dresden, May 14-17, 2003. Clin. Lab. 9+10/2003 (49): 551
and Book of abstracts

Radilova, H., Bun¢ek, M., Fiedler, Z. (2003) The use of the luciferase reporter system for
gene expression studies in gene therapy. Xenobiochemické sympozium, Smolenice,
Slovensko, 9.-11.6. 2003. Book of abstracts 170

Radilova, H., Viskova, A., Kunc, F., Libra, A., Safafova, M., Buncek, M. (2007)
Cyclooxygenase-1 knockdown by shRNA in cell culture: a model system for gene
expression studies. Xenobiochemické sympozium, Liptovsky Jan, Slovensko, 22.5. —
24.5.2007. Book of abstracts 73

Zimcik, Miletin, Svec, Radilova: Cationic pyrazinoporphyrazines and
quinoxalinoporphyrazines as water-soluble photosensitizers for PDT. In: Book of
Abstracts, Fifth International Conference on Porphyrins and Phthalocyanines. Rusko,
Society of Porphyrins & Phthalocyanines, 2008, s. 634-634. Granty: GP203/07/P445,
KAN200100801.



