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APS amoniumpersulfat

Bis N,N'-methylenbisakrylamid

BSA bovine serum albumin, hovézi sérovy albumin
BS-Rnéaza bovinni seminalni Rnaza

Cys cystein

cDNA komplementarni deoxyribonukleova kyselina
DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

dsRNa double-strand RNA, dvoufetézcova ribonukleova kyselina
E proud fotonU se stejnou energii

ECP eosinophil cationic protein, npt RN4za 3

EDN eosinophil-derived neurotoxin, npt RNaza 2
FBS fetal bovine serum, fetalni hovézi sérum
FITC fluorescein-5-izothiokyanat

Fluor-SPA-PEG-5000  fluorescein-5-izothiokyanat-polyethylenglykol-N-succinimidyl propionat

GPC gelova permeacni chromatografie

GSI gametofyticky SI systém

His histidin

iv. intravenozni

kDa kilodalton

LNCaP bunééna linie lidského prostatického karcinomu

mRNA mediatorova ribonukleova kyselina

MWCO molecular weight cut off, cut off molekulové hnotnosti
Na,EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova ve formé dvojsodné soli, dale jen EDTA
npt non-pankreaticky typ RNaz

PaTu bunééna linie duktalniho pankreatického adenokarcinomu
PBS Phosphate Buffer with Salt, fosfatovy pufr s NaCl

PEG polyethylenglykol

PMSF fenylmethylsulfonylfluorid

poly(A) poly-adenin

PR proteiny pathogenesis-related proteins, s patogenezi spfiznéné proteiny
PSA prostate specific antigen, specificky prostaticky angigen

PVP (poly)vinylpyrrolidon

RFU relative fluorescence unit, relativni fluorescenéni jednotka

RI ribunukleazovy inhibitor
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RISBASES ribonucleases with special biological actions, specificky biologicky aktivni

ribonukleazy

RNA ribonukleova kyselina

RNaza RNA depolymeraza, ribonukleaza

RNaza A bovinni pankreaticka ribonukleaza

rRNA ribozomalni ribonukleova kyselina

SDS dodecylsulfat sodny

SDS-PAGE polyakrylamidova elektroforéza v pritomnosti dodecylsulfatu sodného
SI self-incompability

ssDNA single-strand DNA, jednotetézcova deoxyribonukleova kyselina
SSI sporofyticky SI systém

ssSRNA single-strand RNA, jednofetézcova ribonukleova kyselina

T transmitace

TEMED tetramethylethylendiamin

Tris-baze tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Tris-HCl tris-hydrochlorid

tRNA transferova ribonuklova kyselina

uv ultrafialové zafeni

v volume, objem

w weight, vaha
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Ribonukleové kyseliny (RNA), jako intermediarni nositelé gend pro syntézu bilkovin,
jsou ve své c¢innosti regulovany ribonukleazovymi enzymy. Tyto enzymy na jedné strané
ribonukleové kyseliny syntetizuji, na strané¢ druhé molekuly RNA degraduji. Ribonukleazové
enzymy, které katalyzuji degradaci bunééné RNA, jsou nazyvany ribonukleazy, nebo-li
RNazy (Matousek, 2001). Ribonukledzy jsou enzymy mikroorganismd, rostlin a zvifat, které
svymi vlastnosti ovliviiuji mnozstvi a funkci RNA v burnkach. Zahrnuji ty, které $tépi pouze
jednotetézcové molekuly RNA (ssRNA). ty, které S$tépi dvouietézcové molekuly RNA
(dsRNA) ale i enzymy Stépici deoxyribonukleovou kyselinu (DNA). RNazy se diky jejich
rozdilné substratové specifité podileji jak na degradaénich reakcich, tak i na ipravach RNA
molekul a pfi na turnover reakcich. Vzhledem k jejich Siroké katalytické ¢innosti podléha
pravdépodobné kazda molekula RNA reakci, do které jsou RNazy zapojeny (Deutscher,
1993).

Rada RNz patii do specifické skupiny enzymd, které maji kromé katalytickych
vlastnosti i fadu specifickych biologickych aktivit. Tyto enzymy, nazyvané RISBASES
(ribonucleases with special biological actions), pusobi ve vétSiné¢ pripadi cytotoxicky
a navozuji tak odumirani bunék. Cytotoxické piisobeni je u téchto RNaz zplisobeno degradaci
molekul RNA v bufice a naslednou inhibici proteosyntézy. Mechanismus cytotoxického
piisobeni RNé4z se uplatiiuje napt. pfi obrané proti parazitim. virové infekci a nadorovych
onemocnénich, ale i v zamezeni nezddouciho samoopyleni u rostlin (Matousek, 2001).

Podrobna zkoumani RNaz, které se Ucastni zamezeni samoopyleni u rostlin,
napomohla k odhaleni ptibuznych RNaz, zapojenych do jinych rostlinnych procesi. Tyto
RNazy, pojmenované S-like RNazy. se G¢astni odpovédi rostlin na fadu vnitfnich i1 vnéjSich
signald, jako je senescence, obrana proti patogenim. odpovéd’ na nedostatek anorganického
fostatu (P;).

Jednou z prvnich studii, ktera se zabyvala biologickymi u¢inky RNaz, byla prace na
koteni ¢inského ZenSenu (Panax notoginseng). V této praci Lam (2001) in vitro prokazal
fungicidni aktivitu izolované RNazy a jeji schopnost potla¢it bunétnou proliferaci. Na
zékladé této studie vrostl zajem o porovnani biologické aktivity rostlinnych a Zivocisnych
RNa4z, u kterych byla protinadorova aktivita prokdzana v fadé studii (napt. D Alessio, 1997).
Také z diivodu podobnosti relativni molekulové hmotnosti bovinni semindlni ribonukleazy
(BS-RNézy) a S-like RN4z byla Skvorem ef al. (2006) provedena studie, ktera porovnala

aktivitu BS-RNazy a nékterych jinych Zzivo¢isnych RNé&z s aktivitou pSeni¢né neutralni
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RNazy. Poznatky o protinddorové aktivité této WLN-RNazy se staly zakladem pro moji
diplomovou praci.

Pouziti RNaz je jednou z perspektivnich moznosti systémové protinddorové terapie.
Rada ptirozenych i geneticky modifikovanych RNaz je v soucasné dob¢ v riznych fazich
klinického vyzkumu a nékteré se jevi jako nadé€jné protinddorové preparaty. Vzhledem
k méné zavaznym nezadoucim u¢inkam, oproti pouzivanym cytostatikim. by mohlo zarazeni
RNaz do chematerapeutickych rezimu prispét ke zvySeni u¢inku bez naristu toxicity

(Eckschlager, 2005).
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2.1. Nadorova onemocnéni

ve

Nadorova onemocnéni jsou jednim z nejzdvaznéjSich problému soucasné mediciny.
V rozvinutych zemich jsou druhou nejéastéjsi pfi¢inou Gmrti ve vSech vé€kovych skupinich
s vyjimkou kojenct a jejich incidence kazdoro¢né vzrusta (Eckchlager, 2004). Nartst vyskytu
nadorovych onemocnéni je pravdépodobné zpiisoben nejen starnutim populace. ale i zivotnim
stylem. Koufeni. alkohol, skladba a Gprava potravy. sexudlni chovani souc¢asné se zvysSujicim
se vyskytem latek skancerogennim u¢inkem v Zivotnim prostiedi pfispivaji k naruSeni
bunécného genomu a posléze ke vzniku nadorového bujeni.

Obecné lze nadorova onemocnéni charakterizovat jako neregulovany rast bunék o
autonomni povaze bunééné proliferace spojeny s poruchou kontrolnich mechanismi a
s alteraci buné¢né diferenciace. Nekontrolovany rist vede ke zvétSeni takto postizené tkané.
kterd muaze stlatovat okolni struktury, nebo k postupné invazi do okolnich struktur a
k metastazovani (Klener. 2002). Vznik buriky s malignimi schopnostmi je vysledkem procesu.
v jehoz pribéhu dochazi k hromadéni genetickych zmén. Nekontrolovany bunécny rist je
obvykle vyvolan mutaci v tzv. onkogenech a antionkogenech.. Tyto geny koduji ve
své nemutované podobé rizné signalizaéni proteiny. transkripéni faktory nebo proteiny
regulujici bunéénou adhezivitu ¢&i apoptéozu. Mutaci v téchto genech dochéazi k aktivaci
onkogent ¢i inaktivaci antionkogent. k nasledné expresi onkoproteinti a maligni transformaci
bunky.

Poskozeni DNA miize byt zpisobeno jak chybami pii replikaci (10 na 1 bunéné
déleni), tak puasobenim wvnéjsich faktori tzv. kancerogent. které vyvolavaji maligni
transformaci buriky. Rozeznavame tfi druhy kancerogent: chemické, fyzikalni a biologické.
Chemické kancerogeny lze na zakladé chemické struktury rozdélit do nékolika skupin. Patii
k nim zejména polycyklické aromatické uhlovodiky, nitrosaminy. nitrosamidy, aromatické
aminy a azoslouceniny, tézké kovy, anorganické latky. z prirodnich latek zejména aflatoxin a
mnoho dalsich. Chemické kancerogeny nejsou ve vétsiné ptipadi ve své ptirozené formé
ac¢inné. K aktivaci téchto latek dochazi az v organismu, kde vznikaji ptisobenim oxidaz
elektrofilni slou€eniny, které se vazi na DNA a davaji vzniknout tzv. adduktiim. K fyzikalnim
kancerogenum patii rizné druhy zafeni. Nejucinng€jsi je zareni ionizujici (Roentgenovy

paprsky, zafeni gamma). kancerogenni je vSak i zafeni ultrafialové (pasmo 290 — 320 nm).
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K poskozeni DNA dochdzi bud’ piimym udinkem zafeni nebo prostiednictvim vysoce
reaktivnich radikdl, které vznikaji ionizaci. Z jinych fyzikalnich faktorti byly prokazany
kancerogenni ucinky azbestovych vlaken. lokalnich tepelnych zmén a chronického drazdéni
tkani a sliznice. Poskozeni DNA jak chemickymi. tak fyzikalnimi faktory mize mit rizné
formy. Nejcastéjsi jsou bodové mutace. delece. dale inverze. inzerce, translokace a
amplifikace gend. K biologickym kancerogeniim patii zejména viry. v omezeném méfitku
nékteré bakteridlni a parazitarni infekce. Ackoliv byla tumorigenni schopnost onkoviru
experimentalné prokazana, zda se, ze sama virova infekce k vyvolani nadoru nestaci.
Nicméné se odhaduje, ze podil onkovirt na vzniku nadort je zhruba 15 % (Klener. 2002).

Na vzniku nadoru se mohou podilet i latky. které samy o sobé nemohou nador
indukovat, ale mohou vznik nadoru umocnit. Takové latky jsou nazyvany kokarcinogeny.
Jejich mechanismus neni jednotny, nejcastéji je ale udavan jejich tlumivy vliv na methylaci
DNA, coz zplsobuje genovou nestabilitu a zvySuje citlivost ke kancerogenum. Ke
kokarcinogeniim patti nékteré steroidni hormony, piedevsim estrogeny a androgeny, které se
podileji na vzniku tzv. hormonalné zavislych nadort (Klener, 2002).

Pii 1é¢bé nadorovych onemocnéni se ve vétsiné pripadi nevyuziva jen jedina lécebna
metoda. Véts$i nadéji na Gispéch ma komplexni ptistup, ktery kombinuje zakladni terapeutické
metody, jakymi jsou operaéni lécba, radioterapie, chemoterapie a hormonalni léc¢ba. Pro
vétSinu nadorovych onemocnéni je mozné pouzit v soucasné dobé platné lécebné postupy.
které jsou vypracovany na zakladé mezinarodnich studii. Takové postupy, oznacované jako
[écebné protokoly, umoziuji do jisté miry léc¢bu individualizovat (Koutecky, 2004).

Chemoterapie, jako jedind zuvedenych metod, rovnéz ovliviiuje diseminovana
onemocnéni a systémové malignity. Jeji pouziti jako hlavni lé¢ebné metody je vSak omezeno
fadou faktor. Proto je snaha o nalezeni U¢inné€jSich lé¢ebnych postupi, které by mohly
chemoterapii doplnit ¢i zcela nahradit. K takovym metodam patfi imunoterapie, genova a
antiangiogenni terapie. inhibice ristovych faktort. telomerazy, aplikace inhibitora signdlni
transdukce, regula¢nich proteint bunééného cyklu, transkrip¢nich faktori a indukce apoptozy.
Jednou z moznosti systémové protinadorové terapie je i pouziti enzymil. které Stépi kyselinu

ribonukleovou, tzv. RNaz (Eckschlager, 2005).

2.1.1. Karcinom prostaty

Karcinom prostaty patii v poslednim letech k nej¢astéj$im nddorovym onemocnénim

muzl v fadé vyspélych zemi. Zvysujici se vyskyt tohoto onemocnéni v Evropé kopiruje i
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situace v Ceské republice. Dle udaji Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky CR vzrostla
od roku 1970 incidence tohoto nadorového onemocnéni z 17.7 na 86.3/100 000 muzi v roce
2004. Soucasné s incidenci roste i mortalita, ktera fadi karcinom prostaty na druhé misto za
karcinom pridusnice a plic. Vrchol incidence i mortality je kolem 70. roku (Klener a
Abrahamova, 2002).

Nejcastéjsi histopatologickou variantou je adenokarcinom (90 %) vznikajici ze
sekre¢nich bunék prostatickych acint. Ostatni varianty a nadory odli$né histogeneze jsou
vzacné. Karcinom prostaty vznika az v 70 % v periferni zéné zlazy. zvlasté v zadnim laloku.
Odtud proriista do semennych vackii. na spodinu mo¢ového méchyie. pozdéji mize vristat az
do rekta a panevniho dna. Lymfatickymi cestami vnikaji buiky karcinomu do miznich uzlin a
vytvéieji zde metastazy. Hematogenni metastazy smétuji vétsinou do kosti, nej¢astéji osového
skeletu, zeber, proximalniho femuru a do panevniho dna. Vzacnosti nejsou ani organové
metastazy do plic, jater, ledvin a nadledvin (Klener a Abrahamova, 2002).

Pii¢ina onemocnéni neni znama. Prokazatelny vyznam maji faktory genetické.
Odhaduje se, ze u vice nez 40 % muzl jsou za vznik karcinomu odpovédné zarode¢né
mutace. Z dalSich rizikovych faktort je uvadéna obezita. ¢asné zahajena a nadmérna sexualni
aktivita spojend s promiskuitou, expozice radioaktivnimi materialy, rtuti, kadmiem. nékterymi
pesticidy a umélymi hnojivy (Klener a Abrahamova, 2002).

Karcinom prostaty je zpocatku asymptomaticky. Klinické priznaky jsou proto vétsinou
projevem pokroc¢ilého onemocnéni. K nejé¢astéj$im priznakiim patii obtizny start moceni.
slabsi a pferusovany proud moci, fezava bolest pii moceni a pocit nedokonalého vyprazdnéni
mocového méchyie (Jarolim, 2002).

Pti 1é¢bé karcinomu prostaty je nutno vzit v ivahu predevsim rozsah onemocnéni. vék
a celkovy stav nemocného. V 1é¢bé je vyuzivano vsech zakladnich modalit. U lokalizovanych
forem je hlavni lé¢ebnou metodou chirurgickd lé¢ba, tj. odstranéni Zlazy vcetné jejiho
pouzdra. Alternativou operaéni lécby je radioterapie. U lokdlné pokrocilého onemocnéni a pfi
lé¢bé metastatického onemocnéni je vyuzivano hormonalni terapie. V pripadech ztraty
citlivosti na hormonalni [é¢bu je indikovana chemoterapie. V poslednich letech se zacina
uplatiiovat v [é¢bé karcinomu prostaty i imunoterapie.

Stanoveni progndzy je u Kkarcinomu prostaty zna¢né obtizné. U nemocnych
s lokalizovanym onemocnénim je 80-90% pravdépodobnost pieziti péti let, u lokalne
pokroc¢ilého onemocnéni zhruba 60 %. U metastazujiciho onemocnéni rezistentniho na

hormonalni 1é¢bu je doba preziti pouze 18 mésictu (Klener a Abrahamova, 2002).
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Vzhledem k nenapadnosti onemocnéni je u muzii nad 50 let doporuceno pravidelné
vySetfeni prostaty per rectum a stanoveni specifického prostatického antigenu (PSA) z krve
v jednoro¢nich intervalech. V ptipadé¢ nejasného nalezu se doporucuje nasledné bioptické

vySetreni (Klener a Abrahamova, 2002).

Bunééna linie LNCaP

LNCaP je androgen - senzitivni bunééna linie lidského prostatického karcinomu. Tato
linie byla odvozena od metastdz v levém supraklavikularnim lymfatickém uzliku 50letého
muze v roce 1977 (Horoszewicz, 1983).

Buné¢na linie LNCaP ma zachovany jak morfologické, tak funkéni vlastnosti. LNCaP
buniky jsou aneuploidni (76-91 chromozomii) s kompletni sadou lidskych chromozomu.
véetné 'Y chromozomu. Organové specifické glykoproteiny, jako lidska prostaticka kysela
fosfataza a prostaticky antigen, jsou produkovany bunéénymi kulturamii nadory
transplantovanymi imunodeficientnim nu/nu  mys$im. Zachovany jsou rovnéz maligni
vlastnosti bunék. Diky témto vlastnostem je linie vhodnym modelem pro laboratorni studium

lidského prostatického karcinomu in vitro a in vivo (Horoszewicz, 1983).

2.1.2. Karcinom pankreatu

Podobné¢ jako karcinom prostaty, patfi karcinom pankreatu k nadorovym
onemocnénim, jejichz vyskyt v Ceské republice v poslednich desetiletich vzriista. V sou¢asné
dobé je 7. nejcastéjSim nadorem u muzi a 8. nejcastéjSim nadorem u zen s vrcholem
incidence mezi 65-75 lety. Alarmujici je skute¢nost, ze pouze 40 % nadortl je histologicky
potvrzeno a az 32 % piipadii je nelé¢eno a diagnostikovano az pti umrti (Zaloudik a Klener.
2002).

Nédory pankreatu jsou obecné rozdéleny na nadory z exokrinni ¢asti a nadory z ¢asti
endokrinni. Nej¢ast&j$im nadorem je duktalni adenokarcinom vychazejici z pankreatickych
vyvod.

Karcinom pankreatu byva lokalizovan ve vech ¢astech pankreatu, nicméné Castéji se
vyskytuje v oblasti hlavy pankreatu. V oblasti téla a kaudy je jeho vyskyt méné casty.
Karcinom hlavy prorastd casto do zluCového systému a do cév v blizkosti pankreatu.
V piipadé karcinomu téla a ocasu mize dojit k prorustani az do zaludku, duodena a tenkého

stteva. Karcinom metastazuje do blizkych miznich uzlin, jater. v dal$ich fazich do kosti a plic.
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Pfi¢ina onemocnéni neni znama. nicméné z potencialnich rizikovych faktoru lze
zminit koufeni.

Karcinom pankreatu je v ¢asnych stadiich asymptomaticky. K hlavnim komplikacim
onemocnéni patii nepriichodnost duodena a Gtlak choledochu s hyperbilirubinémii az klinicky
zjevnym ikterem.Bolesti bricha, zad, anorexie, hubnuti, poruchy traveni. slabost, Gnava a

Z hlediska terapie je jedinou metodou, ktera dava Sanci na vyléceni, chirurgicka lé¢ba.
Jejim predpokladem je vasna diagnéza a dobry celkovy stav pacienta. Dal$imi metodami
terapie je radioterapie v synchronnim podani s chemoterapii. V terapii je nutné zohlednit
skutecnost, Ze karcinom pankreatu je spojen s exokrinni a endokrinni nedostate¢nosti a proto
je vhodna substitu¢ni lé¢ba pankreatickymi enzymy.

Progno6za karcinomu pankreatu je zdvazna. Pti lécbé chemoterapii je primérna doba
preziti kolem 5 az 8 mésicl, coz je o polovinu vice, nez v kontrolnich skupinach bez

chemoterapie (Zaloudik a Klener, 2002).

Bunééna linie PaTu 8902

Buné¢na linie PaTu 8902 byla odvozena od primarniho duktdlniho pankreatického
adenokarcinomu, jehoz tkan byla odebrana 44leté zené v pribéhu paliativniho chirurgického
zakroku v roce 1985 (Elsédsser, 1993).

Bunééna linie ma obecné homogenni bunécné slozeni. Jeji prednosti je vyrazny
metastaticky potencial spojeny se syntézou a sekreci protedz (urokinaza, cathepsin B a D).
Proteazy samotné ptispivaji k tvorbé metastaz, a to jak u bunééné linie PaTu 8902, tak u
bunék pankreatického adenokarcinomu obecné. Diky témto vlastnostem je linie vhodnym
modelovym systémem pro studium invazivniho a metastazujiciho lidského pankreatického

adenokarcinomu (Elsdsser, 1993).

Ve ’

2.2. Protinadorova aktivita zivo¢iSnych ribonukleaz

Prvnim izolovanym enzymem s ribonukleazovou aktivitou byla bovinni pankreaticka
ribonukledza izolovana v roce 1938 Rene Duboisem a purifikovand do krystalické formy
vroce 1939 Mosesem Kunitzem. Ackoliv druha svétova valka prerusila vyzkumné prace
provadéné na tomto enzymu, vroce 1945 se studium enzymu opét obnovilo diky piipravé
krystalické formy tohoto enzymu americkou firmou Armour Inc. RNéza A byla prvnim

enzymem studovanym ze viech strukturné-funkénich hledisek a rovnéz prvnim chemicky
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syntetizovanym enzymem. Vzhledem k experimentim  prokazujicim vyznamny podil
ribonukleovych kyselin na ristu tkani, byl v padesatych a Sedesatych letech tento enzym
rovnéz studovan z hlediska protinadorové aktivity. A¢koliv se nejprve zdaly vysledky slibné,
objevily se nasledné prace s vysledky pravé opaénymi (Matousek, 2001).

Jednim z dalSich enzymi s RN4zovou aktivitou, studovanych z hlediska protinadorové
aktivity, byl a-sarcin izolovany z plisné Aspergillus giganteus v Sedesatych letech. o-sarcin.
nazvany podle aktivity v inhibici krysiho sarkomu 180, se ovsem v klinickém vyzkumu
ukazal jako malo u¢inny a toxicky. V sedmdesatych letech se stal opét vyznamnym pfi
analyze struktury a funkce ribozomt a ribonukleoproteinovych komplexi. Bylo prokazano. ze
a-sarcin inaktivuje ribozomy rozstépenim o fragmentu RNA. velké podjednotky
cytoplazmatickych ribozomi. V devadesatych letech se vyzkum a-sarcinu otocil k jeho
klinickému vyuziti v imunotoxinové terapii pomoci jeho vazby s protilatkami proti
nadorovym antigeniim. Efektivita lé¢by byla ovSem, nehledé k vedlej$im ucinkiim. mensi nez
se predpokladalo (Matousek, 2001).

V sedmdesatych letech byla izolovana z tekutiny semennych vacki dimerni bovinni
seminalni ribonukledaza a nasledné na tuto izolaci navazaly experimenty s RNazou izolovanou
z vajicek a embryi skokanit Rana catesbeina, Rana japonica a Rana pipiens. Zaroven s izolaci
téchto enzymi se oteviela cesta k dalsimu vyzkumu protinddorovych aktivit RNaz. RNaza
izolovana z vajicek a embryi skokand, objevena pii studiu lektint a diferencia¢nich faktoru
vaji¢ek, byla nazvana na zaklad¢ sekvenéni homologie s bovinni pankreatickou RNizou
onkonasa a nyni je, navzdory znaénym vedlej$im u¢inkim, ve treti fazi klinického ovéfovani.

Dalsi RNazou spojenou s riistem nebo inhibici nadord je angiogenin. ktery je za
normalnich podminek ptitomny v krevni plazmé lidi a zvifat. Angiogenin je homologni
k bovinni i lidské pankreatické RNaze, neplisobi cytotoxicky pro normalni ani nadorové
buriky, ma vsak angiogenni aktivitu dilezitou pro rist nadorovych bunék a nadorti. Rovnéz
RNazy produkované lidskymi eosinofilnimi leukocyty, EDN (Eosinophil-derived neurotoxin)
a ECP (Eosinophil cationic protein), prokazaly protindadorové ucinky. Kvili jejich toxicité na
cerebralni a nervové buriky byly oviem vyfazeny z dal$iho protindadorového studia. Na konci
devadesatych let byly pak pouzivany jako experimentdlni protinddorové latky do RNazovych
imunotoxini, jako latky zvySujici aktivitu klasickych cytostatik a pii studiu jejich

protivirovych tG¢inkt. (Matousek, 2001)
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2.2.1. Bovinni pankreaticka ribonukleaza (RNaza A)

Jak bylo jiz zminéno, vzhledem k obecné dostupnosti v hovézim pankreatu. snadné
purifikaci a malé velikosti (14kDa), byla RNaza A v priibéhu padesatych az sedmdesatych let
intenzivné zkoumana. RNaza A byla také prvnim osekvenovanym enzymem a tretim
enzymem, jehoZ struktura byla zcela odhalena (Matousek, 2001).

RN4aza A je sekretovana ve zna¢ném mnozstvi hovézim pankreatem. pravdépodobné
z diivodu rozkladu velkého mnozstvi RNA produkovaného mikroorganismy bachoru. Stejné
jako onkonasa katalyzuje RNéza A tépeni vazby P-O° RNA na 3’ strané pyrimidinového
nukleosidu, coz je jeden z nejvice U¢innych katalytickych procesii, které byly doposud
identifikovany. Funkce RNéazy A je inhibovéna cytosolickym proteinem sekretovanym z
bunky. Tento RNéazovy inhibitor (RI) vytvari s RNazou A nekovalentni komplex v poméru
1:1 a je inhibitorem funkce i ostatnich savé¢ich RNz pankreatického typu, jako je angiogenin
a lidska pankreatickda RNaza. Ke své funkci vSak RI potiebuje redukované prostiedi. jako je
cytosol. nebot” jeho oxidace vede k neschopnosti vazby k RNaze A a k jeho degradaci.
Vzhledem k tomu, Ze veskeré ligandy RI jsou RNazy, ptedpoklada se. ze Rl slouzi jako
ochrana bunééné RNA pied nechténym vstupem RNaz do buriky (Leland a Raines, 2001).

Zvyseni protirakovinné aktivity u RNazy A oligomerizaci bylo potvrzeno Matouskem
v roce 2003, ktery prokazal zvySeni protinadorové aktivity RNazy A v potadi dimer. trimer a

tetramer (Matousek ef al., 2003).

2.2.2. Bovinni seminalni ribonukleaza (BS-RNaza)

Izolaci, urceni struktury a biologickych aktivit tohoto enzymu v poloviné Sedesatych
let predchazely experimentalni studie mifici jinam nez k hledani RNé&z v tekutinach
pohlavniho aparatu bykt. Poprvé byla RNéazova aktivita BS-RNéazy prokdzdna Matouskem
vroce 1973. Zaroven s vysledky protinadorového plsobeni BS-RNazy. byly v sedmdesatych
letech prokazany vedlejsi u¢inky tohoto enzymu, coz ukazuje na nespecifické protinadorové
pusobeni a stim souvisejici toxicky vliv na normalni bunky. Naésledné zjisténi
imunosupresivity BS-RNazy rovnéz zkomplikovalo protinddorové studie tohoto enzymu.
Obnoveni zdjmu o protinddorové pisobeni BS-RNazy nastalo v devadesatych letech.
Objevily se studie, v nichz se potvrdila protinadorova aktivita BS-RNazy a zaroven bylo
popsano pusobeni enzymu jako cytotoxické, spiSe nez cytostatické (Matousek, 2001)..

Vazba a inhibi¢ni u¢inek RI na BS-RNazu je odlisny od inhibi¢niho u¢inku RI

v piipadé bovinni pankreatické ribonukleazy. Tento rozdil je pravdépodobné zplisoben
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monomernim usporadanim RNazy A. kterd je dobie piistupna RI a v cytosolu podléha rychlé
inhibici a dimernim uspotradanim BS-RNézy, ktera diky svému uspofadani pravdépodobné
vazbu s RI neumoznuje. Jestlize se viak BS-RNdza rozstépi na dvé monomerni podjednotky.
ztraci odolnost vi¢i RI. Dal$i moznosti je, ze BS-RNaza je aktivni pouze v bunce s nizkou
hladinou RI nebo Ze enzym je v dimernim stavu k RI rezistentni. Cytotoxické pusobeni BS-
RNazy je zpisobeno priinikem enzymu do bunky a degradaci buné¢né rRNA. (Matousek.

2001)

2.2.3. Onkonasa

Studium onkonasy v sedmdesatych letech bylo na jedné strané spojeno se studiem
lektint z hlediska aglutinace bunek se specifickymi cukernymi zbytky na bunéé¢né membrané.
na druhé stran¢ se studiem faktorti kontrolujicich bunéény rist normalnich a nadorovych
bunék. Pri studiu aglutinini vajicek Rana Japonica bylo prokazano, ze aglutiny selektivné
aglutinuji nadorové bunky a tato pozorovani vedla k presvédceni. ze diferenciace
membranovych cukr by mohla byt pouzita v protinddorové terapii. Potvrzeni o RNazové
aktivité onkonasy - proteinu izolovaného z vajicek a rannych embryi Rana pipiens. do té doby
nazyvaného Pannon (P-30). pfiSlo az na zacatku devadesatych let. Nasledovalo prokazani
pomérné vysokého protinadorového G¢inku a konjugace tohoto enzymu s jinymi
cytostatickymi a chemoterapeutickymi latkami, které napomahaji priniku onkonasy do
cytosolu a narusuji Golgiho aparat. Prvni klinické vysledky pouziti enzymu podavaného
intraven6zné pacientiim se solidnimi nadory na zacatku devadesatych let prokazaly zpomaleni
rastu nadort a prodlouzeni ptezivani pacienti. Ac¢koliv byly zaznamenany vedlejsi ucinky
projevujici se proteinurii a edémem ledvin, onkonasa je nyni v tieti fazi klinického ovérovani
se zaméfenim na nadorové onemocnéni pankreatu a plic (Matousek, 2001).

Onkonasa je z 30% identickd s RN4zou A a stejné jako ona §t&pi vazbu P-O° RNA na
3" strané pyrimidinového nukleosidu. Navzdory zna¢né podobnosti onkonasy a RNazy A je
viak u¢innost onkonasy mnohem niz$i. Na rozdil od ostatnich monomernich RNaz. je
onkonasa rezistentni vii¢i RI. Jeji inhibiéni konstanta K; je mezi onkonasou a RI 107 krat vy3si
nez mezi RNazou A a RI. Touto vlastnosti je RN4za podobna dimerni BS-RNaze. Vzhledem
k cytostatickému puasobeni onkonasy v G1 fazi buné¢ného cyklu. agens, které zvysuji rychlost
bunééné proliferace rovnéz zesiluji i cytotoxicitu onkonasy. Z toho divodu podléhaji
pusobeni onkonasy proliferujici buiiky snadnéji. Cytotoxické plsobeni onkonasy je spojeno s

degradaci bunééné tRNA (Leland a Raines, 2001).
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2.2.4. Angiogenin

Na pocéatku sedmdesatych let bylo prokazano, ze nadorové buiiky uvoliuji difuzibilni
mediator podporujici tvorbu cévniho zdsobovani nadoru. Ovsem az v poloviné let
devadesatych byl tento medidtor, nazvany angiogenin, izolovan z lidské krevni plazmy. ve
které je, jak prokazaly nasledné studie. za normalnich podminek zastoupen v pomérné vysoké
koncentraci. Soucasné byla prokazana cast angiogeninu a latek s angiogeninovymi G¢inky v
embryogenezi, pfi hojeni ran a v patologickach situacich. Angiogenin a latky s
angiogeninovymi G¢inky jsou funkéné dilezité v navozeni neovaskularizace v fadé savéich
tkéni a organi a proto inhibice angiogeninu mize byt v budoucnu efektivnim ptistupem v boji
proti nadorovému bujeni (Matousek, 2001).

RN&zovy angiogenin je jednofetézcovy protein o molekulové hmotnosti 14 kDa. tedy
podobné k RNéaze A. Podobné jako RNéza A a BS-RNaza stepi 5S rRNA vyhradné v
pyrimidinovych sekvencich. Tak, jako RNaza A, podléha i angiogenin v cytosolu vazbé na

RI, i kdyz si zachovava v monomerni struktufe imunosupresivni aktivitu (Matousek. 2001).

2.2.5. Ribonukleazové imunotoxiny

V poslednim desetileti se objevily studie, které se zabyvaji vazbou toxickych proteint
s monoklonalnimi protilatkami a jejich imunoreaktivnimi fragmenty. rdstovymi faktory a
cytokininy, jako latkami smétujicimi toxicky protein do nadorovych bunék. Imunotoxiny
ovsem v dusledku silnych vedlejSich G¢inku zklamaly v klinickych podminkach. Ur¢ité
zlepseni nastalo pfi vyuziti rekombinantnich DNA technologii protilatkovych fragmentu
namifenych proti nadorovym antigenim. ovsem ackoliv se zlep$ila imunitni odpoved
organismu, v rekombinantni molekule byl stdle ptitomen cizorody toxin. Proto byla snaha o
nahradu toxickych latek latkami Zivo¢isného puvodu, jako jsou zivo¢isné RNéazy. Na konci
devadesatych let tak byla i pro protinadorovou a imunosupresivni aktivitu misto toxinu
pouzita BS-RNaza. Uginnost tohoto imunotoxinu byla nakonec mnohem vyssi, nez u nativni

BS-RNazy (Matousek, 2001).

2.2.6. Mechanismus protinadorového tuc¢inku ribonukleaz

Mechanismus protinddorové aktivity RNaz je sice doposud nejasny, na druhou stranu
je ovdem znamo, Zze RNazy zpusobuji bunécnou smrt na zakladé degradace RNA. Prvnim
krokem cytotoxického ptisobeni RNaz je vazba enzymu k membrané rakovinnych bunék (viz

Obr.2.1 I). Vazba je pravdépodobné zprostfedkovana adsorpci. nebot povrchovy receptor pro
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enzym nebyl nalezen. Do cytosolu pak enzym pravdépodobné pronika endocytozou, pronika
lipidovou dvojvrstou (viz Obr. 2.1 II), nasleduje vazba na molekulu RNA, zablokovéani
syntézy proteinll a smrt burniky (viz Obr. 2.1 I1I) (Eckschlager, 2005).

RNazy citlivé k RI jsou v cytosolu zachyceny témito inhibitory. oviem ty, kterym se
podafi RI uniknout, katalyzuji $tépeni RNA a nasledné zpuasobuji smrt bunky (Matousek.

2001; Leland a Raines, 2001).

Obr. 2.1. Cesta cytotoxickych ribonukleiz pankreatického typu do buiiky
(Leland et al., 2001)

2.3. Klasifikace rostlinnych ribonukleaz

2.3.1. Biochemicka klasifikace

Klasifikace rostlinnych RNaz byla pied pouzivanim ndstrojii molekularni biologie a
sekvenovani bilkovin zaloZzena na biochemickych vlastnostech (Bariola a Green, 1997).
Rostlinné ribonukledzy lze na zakladé téchto vlastnosti rozdélit do ¢ty hlavnich skupin:
RNazy I. RNazy 11, nukleazy I a exonukledzy I (Farkas, 1982).

RNaézy 1, nebo také kyselé RNazy, jsou RNA specifické, rozpustné endonukledzy
s molekulovou hmotnosti mezi 20 a 25 kDa a optimem pH mezi 5.0 a 6,0. Koncovymi
produkty enzymi jsou 3'-fosto (3°-P) nukleotidy. RNazy I jsou necitlivé k EDTA.

RNazy Il jsou s RNdzami I v podstaté shodné. RNazy Il jsou RNA specifické
endonukleazy s molekulovou hmotnosti mezi 17 a 25 kDa produkujici jako konecné produkty
3’-P nukleotidy. Na rozdil od RNé4z | je optimum jejich pH mezi 6,0 a 7.0 a jsou
lokalizovany v mikrosomech. Jsou k EDTA necitlivé. Obé skupiny, RNazy I a RNazy II.

preferuji stépeni vazby sousedici s guaninem.
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Do skupiny nukleaz I patii endonukledzy degradujici jak RNA, tak i ssDNA. Enzymy
preferuji vazby sousedici sadeninem a koncovymi produkty jejich Stépeni jsou 5°-P
nukleotidy. Nukledzy I maji molekulovou hmotnost mezi 31 a 39 kDa, optimum pH mezi 5.0
a 6.5 a jsou vysoce citlivé k EDTA.

Ctvrtou skupinou jsou exonukledzy 1. Exonukledzy 1 jsou rozpustné enzymy o
molekulové hmotnosti vyssi nez 100 kDa, jejichz optimum pH se pohybuje mezi 7.0 a 9.0.
Enzymy jsou schopné $tépit jak molekuly ssDNA, tak i molekuly RNA. Jsou vysoce citlivé
k EDTA.

Zastupce téchto c¢tyf skupin lze najit v riznych druzich rostlin. ovSem mnoho
rostlinnych enzymu, které degraduji RNA nelze do jedné z téchto tiid jednoduse zaradit.
Rovnéz rozdily mezi jednotlivymi skupinami nejsou zcela jasné. ¢astecné také diky odlisné
purifikaci enzymii a zpuisobu prace v jednotlivych laboratotich (Green, 1994). Pro piiklad, u
Huseni¢ku rolniho (4Arabidopsis thaliana). ktery obsahuje zastupce skupin RNaz I, RNaz I1 i
nukleaz I, nelze do danych skupin nékteré RNazy zaradit. VétSina RNazovych aktivit, které
byly u Huseni¢ku rolniho identifikovany, mély vlastnosti odpovidajici rozmezi skupin RN4z |
a RNaz Il - optimum pH 6,5, molekulovou hmotnost mezi 24 a 40 kDa a zddnou DNézovou
aktivitu. Nékteré molekuly byly k EDTA citlivé, jiné nikoli. Na druhou stranu byly ptitomny
RNazy o molekulové hmotnosti 9 kDa, které jsou diky své malé velikosti, nejméné podobné

s hlavnimi skupinami RN4z (Yen a Green, 1991).

2.3.2. Rostlinné ribonukleazy v T2 rodiné

Jinou moznosti pristupu ke klasifikaci rostlinnych RNé4z je klasifikace sekvenaci.
Prvnimi osekvenovanymi RNazami byly RNazy Tabaku kiidlatého (Nicotiana alata) a to
v souvislosti se sekvenaci glykoproteini spojenych se zamezenim samoopyleni (Self-
incompability, SI)u celedi Solanaceae (Anderson et al., 1986). Srovnani jejich
aminokyselinové sekvence vedlo k poznani, Ze tyto S-glykoproteiny jsou homologické
k ribonukleazam hub, které patii do rodiny T2 RNaz. Nasledné enzymatické analyzy téchto S-
glykoproteini, nyni nazyvanych S-RNazy, potvrdily jejich ribonukledzovou aktivitu
(McClure ef al., 1989). Rovnéz se potvrdil podil enzymi na zastaveni riistu pylové lacky se
shodnou S-alelou, jako prevence inbreedingu a podpora ktizeni u rostlin (Kao a Huang.
1994). Pozdéji byly v samosprasnych rostlinach objeveny RNazy, podilejici se na senescenci

a ochrané organismu pted vyhladovénim. Vzhledem k jejich strukturdlni podobnosti k S-
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RNazam. podilejicich se na zamezeni samoopyleni u rostlin, byly pojmenovany S-like RNazy
(Green, 1994).

S-like RNazy jsou enzymy o molekulové hmotnosti mezi 21 a 29 kDa, obsahuji dva
konzervované histidinové zbytky nutné pro Kkatalytickou aktivitu T2 RNaz a pét
konzervovanych sekvenci (C1-C5), které jsou charakteristické pro S-RNazy (Bariola a Green.
1997). Ackoliv maji S-RNéazy a S-like RNézy mnoho podobnych strukturdlnich znakd
(Green, 1994), kazda ze skupin obsahuje vysoce konzervované zbytky, které u druhé skupiny
nenalezneme (Green, 1994; Taylor er al.,, 1993). S-like RNézy tak tvofi samostatnou linii
oddélenou od linie S-RNaz a ostatnich T2 RNaz z virt. bakterii, hub a zvirat (Anderson et «l..
1986). Vétsina z S-like RNaz, stejné jako z S-RNdz, jsou pravdépodobné enzymy sekre¢ni
(Green, 1994). Odlisna role S-like RNaz napovida, ze v SI rostlindch se mohou vyskytovat.
jak S-RNazy, tak i S-like RNazy.

Prvnimi identifikovanymi S-like RNazami byly RNSI, RNS2 a RNS3 z Husenicku
rolniho. Tyto RNazy byly identifikovany pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) na
zéklad¢ podobnosti s konzervovanou oblasti T2 RNazové rodiny. Ptipojeni téchto
aminokyselinovych sekvenci k sekvencim ostatnich rostlinnych RNaz nasledné ukazalo na
jejich vzajemné piibuzenské vztahy. RNazy RNS1 a RNS3 jsou blizce pribuzné k RNazam
LE a LX ze samospra$né Rajcete jedlého (Lycopersicon esculentum), které se podileji na
odpovédi rostliny pfi nedostatku fosfatu (Niirnberger, 1990). Dal$imi ptibuznymi enzymy.
indukovanymi v rostliné Rajcete jedlého pii nedostatku fosfatu, jsou RNazy LVI1, LV2 a
LV3, které byly izolovany z vakuol. Zajimavosti je, ze RNaza LV3 se zda byt identickd
s RNazou LE, ktera je extraceluldarnim enzymem a RNéazy LVI a LV2 jsou na zakladé
porovnani sekvenovanych oblasti identické k extravakuolarni RNaze LX. Na rozdil od RNazy
LV2 ma ale RNaza LX C-terminalni signal, diky némuz zistava pravdépodobné lokalizovana
v endoplazmatickém retikulu (ER). Na zékladé biochemickych vlastnosti lze RNazy LE, LX,
LVI.LV2 a LV3 zaiadit do skupiny RNaz I (Niirnberger. 1990). Molekulova hmotnost téchto
RNaz se totiz pohybuje mezi 20 a 25 kDa, coz je pro RNazy I specifické (Farkas, 1982).
Dalsimi S-like RNazami blizce pfibuznymi k RNazam Husenicku rolniho a Rajcete jedlého.
popisovanymi vyse, jsou RNazy ZRN I a ZRN I z listd Ostélky slicné (Zinnie elegans). které
se podileji na vytvafeni xylému z mezofylovych bunék. Na rozdil od predchozich RNaz
nejsou ovdem indukovany pfi nedostatku fosfatu (Ye a Droste, 1996).

S-like RNazy byly rovnéz nalezeny vsemenech nékterych druhd tykvi. Prvnim
identifikovanym enzymem byla RNaza MC1 ze semen Hotkého melounu (Momordica

charantia), nasledné byly identifikovany RNéazy ze semen Meloun vodni (Cucumis sativum) a
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Meloun cukrovy (Cucumis melo). Oba enzymy, Cusativin i Melonin. byly na zakladé jejich
sekvenci charakterizovany jako S-like RNazy. Dalsimi RNazami, které byly izolovany ze
semen Tivuku (Luffa cylindrica), jsou RNazy LC1 a LC2. Vzhledem k samosprasnosti téchto
druht rostlin se predpoklada. ze RNazy hraji roli v ochrané semen proti patogenim. Pravé
RNazy MCI1. LCI a LC2 tvofi uvniti S-like RNdz samostatnou linii. Jejich odlisnost od
ostatnich S-like RNaz vyjadtuje pravdépodobné jejich rozdilnost ve funkci, spise nez evolu¢ni
vzdalenost.

Proteiny strukturné podobné S-RNazam byly nalezeny i u samosprasnych rostlin.
RNazy S¢ a Sp byly identifikovany v odradé petunie Petunia hybrida, RNaza Sc v rajceti
Lycopersicon peruvianum. Ackoliv byla RNaza Sc identifikovana jako ¢len rodiny S RNéz,
chybi ji RN4zova aktivita. Ztrata aktivity a s tim souvisejici samosprasnost je pravdépodobné
spojena s mutaci jednoho z vysoce konzervovanych histidinovych zbytkd.

Ne¢kolik T2 RNz, kromé S-RN4az, bylo identifikovano i v Sl rostlinach. S-like RNdza
NE, jejiz sekvence je podobna sekvencim RNazy LE, z Rajcete jedlého a RNazy RNSI
z Huseni¢ku rolniho byla nalezena v prasnicich Tabaku kiidlatého (Nicotiana alata). Podobné
byla v ¢nélkach Tabaku kridlatého identifikovana RNaza MS1, ktera neni rovnéz zapojena do
zamezeni samoopyleni u rostlin. U néktervch druht SI rostlin lze najit i proteiny. které jsou
blizké k S-RNazam, ovSem nezapojuji se do procest zamezeni samoopyleni. Tyto enzymy
postradaji rovnéz strukturalni znaky spojené s S-like RN4zami. Proto je pravdépodobné. Ze
vznikly jako ¢ast linie S-RNaz poté, co se tato linie oddélila od S-like RNaz. K takovymto
RNazam lze zatradit RNazu X2 z odridy petunie Petunia inflata. (Bariola a Green. 1997)

— L1
—1 MC1
LC2
LX

L 261
LE
_——{: NE
RNS1
s e 7B 2
RNS3

NNUC
RNS2

Obr. 2.2. Genealogie skupiny S-like RNaz
(Taylor et al., 1993).
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2.3.3. S patogenezi spriznéné proteiny skupiny PR-10

S patogenezi spriznéné proteiny (Pathogenesis-related proteins. PR proteiny) jsou
enzymy indukované rostlinou po napadeni patogenem nebo s tim souvisejici situaci. PR
proteiny hraji pravdépodobné roli v obrané rostliny proti patogenim. Poprvé byly tyto
proteiny spojeny s ribonukledzouvou aktivitou RNdzy ze zensenu (Panax ginseng). jejiz
sekvence byla shodna se sekvencemi dvou proteinti z petrzele. Zminéné proteiny patii do PR-
10 rodiny proteinti, pro které je charakteristickda molekularni hmotnost mezi 17 a 18 kDa a
jsou povazovany za intracelularni. Vedle RNazy ze zensenu byla prokazana ribonukledzova
aktivita pouze u RNazy Bet v |. Tyto proteiny patii do ptibuzné rodiny hlavnich pylovych
alergent Bet v 1 u btiz, které jsou zastoupeny ve velkych mnozstvich v pylovych zrnech. U
ostatnich ¢lend této skupiny nebyla RNazova aktivita prozatim prokézana, z toho davodu je
pred¢asné oznacit tuto rodinu jako jednu z hlavnich skupin rostlinnych RNdz. (Bariola a

Green, 1997)

2.3.4. Skupina V alergenti

Ribonukledzova aktivita je rovnéz spojena s proteinem Phl p Vb z Bojinek lu¢ni
(Phleum pratense) z Celedi Lipnicovité (Gramineae), ktery je ¢lenem skupiny travovych
pylovych alergenti. molekuldrné odliSnych od téch v Bet v | rodin¢é. Skupina V alergent se
vyznacuje molekulovou hmotnosti mezi 32 a 38 kDa a ackoliv je RNéaza Phl p Vb inhibovana
lidskym placentdlnim inhibitorem RNaz. ktery inhibuje zvifeci RNazy typu A, sekvence
skupiny V alergenii nejevi jasnou podobnost s proteiny rodiny RNaz A. Prozatim neni jasné.

zda skupina V alergenti tvoii samostatnou skupina rostlinnych RN4az. (Bariola a Green, 1997)

2.3.5. Rostlinné nukleazy

Ackoliv je mnoho rostlinnych enzymi klasifikovano jako nukledzy 1, je malo
informaci o sekvencich. které by souvislost téchto enzymi potvrdily. Jednim z enzym. ktery
nalezi do skupiny nuklazs I, je nukleaza z aleuronovych vrstev je¢mene o molekulové
hmotnosti 39 kDa, jejiz sekrece je indukovdna Kkyselinou giberilinovou. rostlinnym
hormonem, ktery mobilizuje ziviny endospermu semen ke kli¢eni (Bariola a Green. 1997).
Sekvence této nukleazy byla porovnana se sekvenci nukledzy z Ostalky slicné (Zinnia
elegans), ktera je indukovéna pfi diferenciaci xylému (Ye a Droste, 1996). Ackoliv neni tato
nukledza klasitikovana jako nukleaza I, vzhledem k molekulové hmotnosti 43 kDa, je jeji N-

terminalni sekvence shodna se sekvenci nukleasy z je¢mene, coz napovida, ze jsou tyto dvé
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nukledzy ptibuzné. Nukledza z aleuronovych vrstev je¢mene je ¢asti svoji sekvence rovnéz
podobnd amino konci S1 nukledzy z 4spergillus oryzae a nukleazy Pl z Penicillium citrum.
které patfi do skupiny bifunkénich houbovych nukleas specifickych na jednotfetézcové
nukleové kyseliny. Z toho vyplyva, ze nukleazy | mohou byt zarazeny jako ¢ast této rodiny

nukleaz. (Bariola a Green, 1997)

2.4. Regulace a funkce rostlinnych ribonukleaz

2.4.1. Remobilizace fosfatu

Jednim z vyznamnych procesti probihajicich v rostlindich je enzymaticky rozklad
molekul RNA za ucelem uvolnéni anorganického fosfatu (P;). Dostupnost volného
rozpustného P; je totiz vyznamnym limitujicim faktorem pro rust rostlin. Vzhledem k jeho
malému mnozstvi v prostiedi se proto u rostlin vyvinula fada mechanismt pro sbirani a
uchovani tohoto vzacného prvku. RNazy, soucasné s fostatazami a fosfodiesterazami.
uvoliuji P, ktery je nasledné pouzit jako zdroj pfi jeho nedostatku. RNazy tak mohou u
rostlin zvySovat efektivitu hromadéni P; (Bariola a Green, 1997). Zdroji molekul RNA pro
rist a reprodukci rostlin mohou byt senescentni buriky, které byly zniceny nebo lyzovany.
poptipadé molekuly RNA pritomné v rhizosfére (Green. 1994). To plati v piipadé
extraceluldrnich RNaz. RNazy mohou rovnéz usnadnit rozklad RNA ve vakuolach nebo v
pfipadé jejich lyze, degradaci cytoplazmatické RNA (Matile, 1975). Timto zpusobem se
RNazy podileji na recyklaci slozek RNA v rostlinné burice. RNazy, podilejici se na degradaci
RNA uvnitt buriky. jsou proto oznac¢ovany jako intracelularni RNazy.

V dobé nedostatku fostatu dochazi v rostlinach k indukci S-like RNaz a jejich gentl.
coz naznacuje, Ze remobilizace anorganického fosfatu je jednou z roli S-like RN4az ve vyssich
rostlindch (Green, 1994). Existence mechanismd zptsobenych nedostatkem P; ve vysSich
rostlinach byla navrzena Goldsteinem et al. (1989) na zakladé studii kyselych fosfataz
sekretovanych rostlinami Raj¢ete jedlého. Tento zachranny systém, indukovany jako odpoveéd
na nedostatek P;, je obdobny se systémy u mikroorganismt a kvasinek, které enzymaticky
spoust&ji uvoliovani fosfatu z organickych zdroji a rozpustény fosfat poté transportuji
dovnité bunky (Parry er al.. 1997). Timto jsou zajistény jak dostupnost P; degradaci
extracelularnich organickych zdroju, tak uleh¢eni jeho absorpce (Niirnberger, 1990).

Jednou z prvnich izolovanych RN&z. které jsou sekretovany jako odpovéd na

nedostatek P;, byla RNaza LE z Rajcete jedlého (Niirnberger, 1990). RNaza LE byla
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syntetizovana v kultute bunék rajc¢ete jako odpovéd’ na nedostatek P;. zatimco pii nedostatku
dusi¢nand. vystaveni kultury solim nebo osmotickym stresim k akumulaci RNazy LE
nedochazelo. Z toho vyplyva, ze exprese RNazy LE neni obecnou odpovédi na neptiznivé
podminky rastu kultury (Glund a Goldstein. 1993). V nasledujicich letech byly z rajcete
izolovany dalsi S-like RNazy - RNazy LVI1, LV2. LV3 a LX. které se jako intracelularni
enzymy rovnéz podileji na odpovédi na nedostatek P; vorganismu. Studie prokazaly
pritomnost RNéz LV1-3 v rostlinnych vakuolach. RNaza LX byla nalezena rovnéz uvniti
bunék, ovsem nikoliv ve vakuolach. Kinetika indukce téchto RNaz napovida. ze tyto ¢tyii
RNazy jsou regulovany spole¢né s RNazou LE (Loffler er al., 1992). S-like RNazy podobné
RNazam izolovanych v rajceti byly také nalezeny u Husenicku rolniho. RNazy RNS1. RNS2
a RNS3 se riiznou mérou podileji na odpovédi na nedostatek P; a senescenci. S tim souvisi i
jejich vyskyt v rostlinnych tkanich. RNS2 a RNS3 jsou pfitomny zejména v kvétnim pletivu.
v menSich mnozstvich ovSem i v ostatnich tkanich. Na druhou stranu RNaza RNSI je
ptitomna pouze v nepatrném mnozstvi v kofenech, v listech a ve stoncich kvétenstvi (Parry et
al., 1997). RNazy RNS rodiny jsou i odli$né exprimovany na signal nedostatku P;. Zatimco
hladina RNS1 mRNA se zvySuje zna¢né, hladina RNS2 mRNA stoupd jen mirné. Na rozdil
od hladin transkripti RNS1 a RNS2 se vSak hladina RNS3 mRNA v podstaté¢ neméni.
Rozdily v odlisné reakci na podnéty zptisobené na jedné stran¢ nedostatkem P; a na strané
druhé senescenci, mohou byt zpisobeny indukci pomoci dvou impulstt (Glund a Goldstein,

1993).

2.4.2. Senescence

Senescenci lze charakterizovat jako fadu udalosti probihajicich v tkanich po jejich
maturaci. V jejim prubéhu dochazi k rozbiti bunéénych struktur, degradaci makromolekul a
k transportu volnych zivin ven z umirajicich tkani (Parry er al., 1997). Tento proces existuje
k zachovani zivin a mineralti pro opétné pouziti. Rozbiti a redistribuce zivin probiha behem
vegetativniho i generativniho ristu rostlin. V dobé vegetativniho ristu v podobé uchovani
mineralii ze senescentnich déloh, béhem reprodukéniho réstu u rostlin, u kterych dochazi
k senescenci viech vegetativnich organu, které poté slouzi jako zdroj Zivin pro organy
generativni (Bariola a Green, 1997). Biochemické procesy. které jsou pro senescenci
charakteristické, se podobaji tém. které probihaji pfi reakci na nedostatek P;. Proto neni
prekvapivé, ze nékteré hydrolytické enzymy jsou pro tyto procesy spolecné (Parry er al..

1997). Senescence patii mezi procesy, které jsou zavislé na obsahu RNaz (Green, 1994).
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RNazy jsou béhem senescence pravdépodobné indukovany spole¢né s ostatnimi
hydrolytickymi enzymy a uleh¢uji rozpad rostlinnych komponent (Bariola a Green, 1997).
Ribonukledzova aktivita se béhem senescence zvySuje, ovSem v raznych systémech je
nacasovani a mira zvyseni odlisnd. Mnoho ztéchto odchylek je pravdépodobné zpisobeno
rozdily v podminkach experimentu (napf. studium na listech odtrzenych a neodtrzenych od
stonku) a v pouzitém vzorku (Farkas, 1982).

Jednim z prvnich dukazi zapojeni ribonukledzové aktivity v pribéhu senescence byl
pokus Blanka a McKeona (1989) na listech pSenice (Triticum aesivum), v nichz nastalo
zvySeni aktivity ssRNA specifické nukleazy v priubéhu ochabovani listi. Pozdéji byli
identifikovany tfi pSenicné RNazy, které se pravdépodobné na senescenci listi psenice
podileji. RNazy WLA, WLg a WL¢ jsou piitomny jak v rostlinach senescentnich, tak i
v nesenescentnich. V priibéhu senescence jsou v§ak exprimovany ve vys$$im mnozstvi, a to na
riznych hladindach (Blank a McKeon, 1991). Zvysend RNazova aktivita byvla obdobné
pozorovana i v listech Huseni¢ku rolniho. S-like RNazy RNS1, RNS2 a RNS3 jsou v riizné
mite indukovany v listech v priibéhu senescence. Zatimco RNSI je exprimovana v malém
mnozstvi, RNS2 a RNS3 mRNA jsou ptitomny v mnozstvi zna¢ném. RNS2 je v pribehu
senescence rovnéZz exprimovana v korunnich listcich.Vzhledem ktomu, ze je RNS2
exprimovéana i béhem odpovédi na nedostatek P, je pravdépodobné, ze jednou z roli RNS2
v Huseni¢ku rolnim je remobilizace P;, ¢aste¢né pii senescenci bunék a ¢aste¢né pii odpoveédi

na jeho nedostatek (Taylor et al., 1993).

2.4.3. Programovana bunééna smrt, obrana rostlin proti patogenim

Jednou ze zékladnich schopnosti rostlin je rozeznat patogeny a aktivovat tak odpovéd,
kterda ma za nasledek zamezeni ristu patogenu v misté infekce. Tato reakce je nazyvana
rezistentni odpovédi a jejim charakteristickym znakem je indukce programované bunétné
smrti (Programmed cell death, PCD) v misté¢ infekce. Tento proces je oznacovan jako
hypersensitivni odpovéd’ (Hypersensitive response, HR) rostlinného organismu a je
pravdépodobné limitujicim faktorem dodavky zivin pro patogen do doby. nez dojde
k dehydrataci tkané. Zda se. Ze hypersenzitivni odpovéd’ je jednou z forem programované
bunééné smrti, ktera se jako aktivni proces podili na odpovédi rostlin na podnéty z okoli
(Greenberg, 1996).

Programovana buné¢na smrt je spojena jak s hypersenzitivni odpovédi rostlin na

patogeny, tak se senescenci, moznosti opyleni, uréenim pohlavi a dalSimi vyvojovymi



2. TEORETICKY UVOD 27

pochody (Greenberg, 1996). Jednou z praci zabyvajici se studiem tohoto jevu v rostlinach je
prace o diferenciaci xylému. hlavni ¢asti rostlinného cévniho systému. Ve své studii na
Ostalce slicné potvrdili Ye a Droste (1996) pritomnost S-like ZRNazy [ v prabéhu
diferenciace kultury mezofylovych bunék v ¢asti xylému (Ye a Droste, 1996). Je mozné. ze
RNazy, stejné jako ostatni hydrolytické enzymy, jsou zapojeny bud’ v ni¢eni bunék primo
nebo v degradaci cytoplazmatickych komponent bunék po lyzi. Divodem je pravdépodobné
vycCisténi kanalk(l xylému a uleh¢eni druhotného vyuziti Zivin.

Zvy$eni hladiny RNaz v nemocnych rostlinaich bylo dokumentovano jiz Farkasem
(1982). Jak bylo zminéno mohou hrat RNazy pii napadeni patogenem roli v procesech
programované bunécné smrti, jako je hypersenzitivni reakce, na strané druhé mohou pusobit
jako obrané proteiny v tkanich potencionalné podléhajicich napadeni v priibéhu patogeneze.

RNazami pusobicimi jako obrané proteiny jsou RNazy T2 produkované v pesticich.
Pestik, ktery je v pribéhu oplozeni penetrovan pylovou la¢kou, je bohaty na zasobni latky,
které mohou podlehnout invazi patogenu. Obrana proti patogenu je zajisténa extracelularnimi
RNézami. které jsou v pestiku produkovany. K T2 RNazam produkovanym v pestiku lze
zaradit RNazy RNS2 z Huseni¢ku rolniho, X2 z odridy petunie Petunia inflata a RNazu NE
z Tabdku kfidlatého. Extraceluldarni RN4azy mohou hrat rovnéZz roli v obrané proti RNA virim
(Bariola a Green, 1997). Jak bylo jiz zminéno, RNazy se mohou akumulovat i ve vakuolach.
Pti napadeni patogenem se tak spolu s ostatnimi hydrolytickymi enzymy podileji na obrané
rostlinného organismu uvolnénim z vakuol pfi bunécné lyzi. Rychlym zvySenim aktivity
RN4z rostliny reaguji i na poranéni (Farkas, 1982), jako Zvykani tkani hmyzem a herbivory.
Zvykani, totiz stejné jako infekce, vede k poranéni tkani a indukci exprese genti podilejicich
se na obrané rostlin. Jednou zRNéaz, u které byla prokdzdna indukce na zaklade

mechanického poranéni, je S-like RNaza ZRN II ze Ostéalky sli¢né (Ye a Droste, 1996).

2.4.4. Zamezeni samoopyleni u rostlin

Vétsina kvetoucich rostlin ma bisexualné se mnozici kvéty obsahujici jak samci, tak
sami¢i reprodukéni organy. Takové rostliny vyrazné zvysuji svoji schopnost opyleni diky
hmyzu, protoze ukladani cizich pylovych zrn na pestik a zarovei piemisténi vlastnich
pylovych zrn z prasniku je u¢inné i v pribéhu jedné navstévy hmyzem. Na jedné strané
zvySuje bisexudlni rozmnozovani riziko samoopyleni a jeho neptiznivy nasledek inbreedni
kiizeni. Na strané druhé v3ak existuje mnoho bisexualné se mnozicich rostlin. které jsou

schopné samoopyleni zabranit. Pro takovéto rostliny je zaveden anglicky termin self-
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incompatible (SI). SI je geneticky determinovana prezygoticka bariéra. ktera zabranuje
oplozeni vlastnimi nebo pfibuznymi pylovymi zrny (Hiscock a Mclnnis, 2003). S je zapojena
do vymény informaci mezi pylovym zrnem nebo lackou a pestikem. Odpovedi vedou na jedné
strané k rdstu pylové lacky. coz lze oznadit jako kompatibilni odpovéd’ a na strané druhé k
zastaveni vyvoje pylové lacky. tedy k odpovédi inkompatibilni (Parry et al., 1997). SI rostliny
Ize na molekuldrné genetickém zdklad¢ rozdélit do dvou skupin, na skupinu s gametofytickym

SI systémem (GSI) a na skupinu se sporofytickym SI systémem (SSI) (Matton et al.. 1994).

Gametofyticky SI systém

Gametofyticky SI (GSI) systém je dobfe charakterizovan u rostlin z ¢eledi Lilkovitych
(Solanaceae), Makovitych (Papaveraceae), Ruzovitych (Rosaceae) a Krtiénikovitych
(Scrophulariaceae). V kazdé z téchto Celedi je SI kontrolovana pomoci jediného genetického
lokusu (S lokusu) s mnoha alelami. Odmitnuti pylového zrna nastava v pripadé. kdyz jedina
S alela ptitomna v haploidnim pylovém zrné odpovida S alele pritomné v diploidni tkani
pestiku.

S lokus kéduje extracelularni glykoprotein, ktery je hojné zastoupen v pestiku a
prokazuje ribonukledzovou aktivitu (Matton et al., 1994). Na zakladé sekvenace ¢cDNA
glykoproteini asociovanych s S lokusem bylo identifikovano pét konzervovanych oblasti
(C1-CS), znichz dvé oblasti (C2 a C3) vrozmezi pozic 38 a 112 jsou shodné se sekvenci
extracelularnich T2 RN4az nékterych hub. V pozicich 42 a 108 jsou pfitomné i oba His zbytky.
nutné pro Katalytickou aktivitu T2 RNaz. Z toho vyplyva, ze RNazova aktivita glykoproteini
asociovanych s S lokusem je srovnatelna stou u T2 RNaz (McClure er al.. 1989). RNazy.
které se na SI u rostlin podileji, jsou nazyvany S-RNéazy.

Prvni studie SI u rostlin, ktera byla v roce 1925 provedena Easten a Mangelsdorfem na
Tabéku kiidlatém, prokazala, Ze SI je pod kontrolou jediného lokusu. ovsem produkt S-lokusu
nebyl znam. Az studie Bredemeijera a Blaase (1981) identifikovala v pestiku jako produkt
bazicky protein. V pozdéjsi studii provedené Andersonem et al. (1986, 1989) u Tabiku
kiidlatého byla cDNA bazickych proteinii asociovanych s Sa. S; a Se-alelami klonovana a
porovndna na zdkladé aminokyselinové sekvence. Shodnost aminokyselinové sekvence
proteinli byla prekvapivé pomérné nizka. Anderson er al. (1989) navrhnul, Ze k interakci mezi
S-RNéazami a pylovymi zrny pravdépodobné dochazi na povrchu S-RNé&z. S-RNazy jsou
exprimovany v reprodukénich organech kvétd podél drahy ristu pylové lacky k semeniku a
jsou rovnéz syntetizovany v ¢ase, kdy je zamezeno samooplozeni. Ovsem jasny dikaz

zapojeni S-RNéz v SI reakci podal az Lee e al. (1994) na transformovanych SI rostlinach
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petunie Petunia inflata. Prokéazal, ze S-RNazy jsou potiebné a dostacujici pro odmitnuti
pylového zrna v pestiku (Lee et /., 1994).

Ucinek S-RNéz v SI neni doposud zcela objasnéna. V soucasné dobé se predpoklada.
ze S-RNazy pusobi pti vstupu inkompatibilni pylové la¢ky cytotoxicky a degraduji molekuly
RNA. v¢etné rRNA nutné pro translaci proteinu (Matton ef al., 1994). V takovém pripade
dochazi k zastaveni rlstu pylové lacky (McClure er al., 1989). Pylova lacka neni schopna
doruc¢it sam¢i pohlavni buriky do semeniku a proto nemiize dojit k oplozeni (Parry er al..
1997).

Podobné jako celed” Lilkovitych. i ¢eled” Rizovitych zahrnuje mnoho druhi GSI
rostlin. Porovnani sekvenci cDNA se sekvencemi S-RNaz z ¢eledi Lilkovitych ukézalo, ze
pét konzervovanych oblasti (C1-C5) charakteristickych pro tuto skupinu je rovnéz ptitomno
v RNdazach ¢eledi Razovitych. To napovida, ze stejny SI mechanismus existuje i ve vzdalené

piibuznych skupinach (Parry er al., 1997).

Cenotyp
pylovych zrn

Blizna

Semenik

Obr. 2.3. Chovani pylového zrna pri GSI
Pylova zrna pochazi z rostlin s alelami S;S-. S;S; a S;S,. Na obrazku
je znazornéno chovani pylovych zrn na pestiku s alelami S;S..

(Parry et al., 1997).

Sporofyticky SI systém

Sporofyticky SI (SSI) systém je studovan zejména u zastupci ¢eledi Brukvovitych

(Brassicaceae). SSI je stejné jako GSI kontrolovana pomoci jediného. mutlialelického S
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lokusu. Odmitnuti pylového zrna je kontrolovano pomoci interakce SI genotypu pestiku
s rodi¢ovskym genotypem pylu, nikoliv haploidnim genotypem pylového zrna. Proto kazdé
pylové zrno v rostlinach s SSI predstavuje produkt dvou Salel a k odmitnuti dochazi
v pripadé, kdyz jedna z téchto alel odpovida jedné z S alel exprimovanych v pestiku.

S lokus obsahuje nejméné dva mutlialelické geny, zbyvajici ¢ast alelickych genu je
nazyvana haplotyp. Jeden z gen uvniti S haplotypu kdduje extracelularni glykoprotein
nazyvany S-lokus glykoprotein (SLG). druhym vyznamnym genem v S-lokusu je gen. ktery
koduje S-lokus receptorovou kindzu (SRK), membranovy protein schopny fosforylovat
serinové a treoninové zbytky. Geny pro SLG a SRK jsou exprimovany v reprodukénich
organech kvéti, SLG gen je rovnéz exprimovan v bliznovych papilach, bunkach blizny. které
ptijimaji pylova zrna. Oba proteiny jsou produkovany jak v pestiku. tak v i v pylovych zrnech
a prasnicich. Ke specifické SI reakci dochazi mezi peptidem derivovanym plastém pylového
zrna a SLG pestiku. Nasledné dochazi k interakci SLG a produktu pylového zrna s SRK.
Vysledna fosforylaéni reakce nakonec vede k inhibici kli¢eni pylového zrna (Matton et al..

1994).

2.4.5. Uprava a rozpad RNA

Reakce RNA metabolismu, na nichz se RNazy nezbytné podileji. Ize rozdélit do tii
skupin - reakce spojené s Gpravou RNA, turnover reakce a reakce degrada¢ni (Deutscher,
1993).

V reakcich spojenych s Gpravou RNA dochéazi k preméné jedné molekuly RNA na
jinou, funkéni molekulu RNA nebo jeji intermediat. Skupina zahrnuje reakce maturujici 5" a
3" konce prekurzorti molekuly RNA, reakce vedouci k odstranéni intrond a reakce odstépujici
jednotlivé RNA z polycistroniho transkriptu.

Turnover reakce zahrnuji reakce, pii kterych se funkci RNazy struktura molekuly
RNA meéni, oviem nasledné je syntetickymi procesy obnovena do piivodni nebo skoro
pGvodni funkéni podoby. Do skupiny turnover reakci patti reakce. pti kterych dochazi ke
zméné délky poly(A) mRNA. rozbiti a znovupfipojeni antikodonové smycky tRNA a reakce
end turnoveru -CCA sekvence tRNA.

V pribéhu degradacnich reakci, kterym podléhaji rizné skupiny RNA molekul.
dochézi v buiikach k eliminaci molekuly RNA z bunky nebo k vytvareni nutri¢nich latck
potiebnych za ur¢itych fyziologickych podminek. Vyznamnou skupinou molekul RNA. na

jejimz konstantnim turnoveru se degradativni reakce zasadné podileji, je skupina mRNA
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molekul. Pravé konstantnim turnoverem builka totiz reaguje na ménici se potreby. Dalsi
skupinou jsou vedlejsi produkty reakci upravujici molekuly RNA. stejné tak denaturované,
poskozené nebo nespravné syntetizované RNA molekuly. V bunkach rovnéz existuje
specificky mechanismus degradace stabilnich RNA molekul jako odpovéd na fyziologicky
stres. Na vyhladovéni naptiklad buika reaguje degradaci molekul RNA na nukleotidy. ¢imz
si zajistuje pieziti. Shodné, rozpadem molekuly RNA. odpovida buiika na vystaveni Hg™"
nebo zvyseni teploty. (Deutscher, 1993)

Uprava a rozpad RNA probihaji jak v prostorach jadra a v oblasti organel, tak i v
oblasti cytosolu.

Do mnoha procest, které se odehravaji v jadru. jsou RNéazy pravdépodobné zapojeny.
ovéem prozatim bylo identifikovano jen malé mnozstvi téchto enzymatickych aktivit.
Nejvyznamnéj$i degradacni procesy jsou ziejmé spojeny srozpadem intronu a dalSich
sekvenci, které jsou odlisné od prekurzorti molekul mRNA, rRNA a tRNA. Jednim z dikazu
lokalizace RN4z v jadre je ptitomnost 7-2/MRP RNA, ktera je souc¢asti RNazy MRP, enzymu
zapojeného v Upravé RNA primerii béhem replikace DNA v zivoc¢isnych bunkach. 7-2/MRP
RNA je rovnéz ptitomna v jadru rostlinnych bunék a je pravdépodobné zapojena do upravy
rRNA.

Vétsina RNaz ptitomnych v chloroplastech a mitochondriich se podili na maturaci 5'a
3" konce transkriptl. Jednim z téchto enzymi je RNaza P, zodpovédna za tpravu 5'konce
pre-tRNA. ktera je pfitomna jak v chloroplastech, tak v mitochondriiich. Do Uprav 3’konce
pre-tRNA je, na rozdil od Prokaryota, zapojeno endonukleolitické Stépeni. RNazy podilejici
se na upravé 3" konce pre-tRNA tak zahrnuji na jedné strané jednu nebo vice 3°-5'exoRNaz a
na strané druhé endoRNazu.

Jednim z nejvyznamnéjsich procest, na kterych se RNéazy podileji. je degradace
rostlinné cytoplazmatické mRNA. O RNazovych aktivitach zapojenych v téchto procesech
ovsem neni mnoho znamo, vzhledem k tomu. ze vétsina z nich degraduje mRNA bez vzniku
jednoduse identitikovatelnych meziprodukti. Vyjimkou jsou transkripty rbeS ze Soji lustinaté
(Glycine max). u které byly pfi rozpadu RNA pozorovany oddélené fragmenty. Struktura
téchto  fragmentd  napovédéla, Zze jsou produkovany na zdklad¢ nahodncho
endonukleolytického Stépeni, které nasleduje po $tépeni exonukledzovém v obou smérech
(Green, 1994).

Ackoliv je mnoho rostlinnych RNéz zapojeno do procest spojenych s metabolismem

molekul RNA, jako jsou Gpravy molekul RNA a turnover reakce. fada z nich je lokalizovana
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uvniti vakuol nebo extracelularné a pravdépodobné se na procesech RNA metabolismu

nepodileji (Deutscher, 1993).
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3. CiL DIPLOMOVE PRACE

Snaha o vyuziti RNaz v protinadorové terapii obraci pozornost i na pSenici. kterd se
v poslednich letech stala zajimavym objektem pro studium protinddorového ucinku
rostlinnych RNéz. Cilem predkladané diplomové prace bylo rozsiteni dosavadnich poznatku o
neutralnich RNazach izolovanych ze senescentnich listi pSenice (Triticum sp.) a ucincich
jejich stabilizovanych forem na normalni a nadorové tkané. V diplomové praci byly vytyceny

nasledujici cile:

1. Izolace a purifikace neutralnich RNaz
Prvnim z cilG byla izolace neutralnich RNaz ze senescentnich pseni¢nych listd. jejich

purifikace, kvantifikace a urceni relativni molekulové hmotnosti.

2. Testovani aktivity neutralnich RNaz in vitro
Ukolem v této ¢asti prace bylo otestovat aktivitu izolovanych neutralnich RN4z pomoci
testu ribonukleazové aktivity a polyakrylamidové gelové elektroforézy (PAGE)

v piitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS) a kvasni¢né dsRNA.

3. Studium celotélové distribuce a metabolizace stabilizovanych RNaz in vivo

Cilem studie bylo pozorovat distribuci stabilizovanych RNaz v tkanich a orgénech
atmymickych nu/nu my$i s transplantovanym lidskym prostatickym karcinomem
(buné&éna linie LNCaP) a duktalnim pankreatickym adenokarcinomem (buné¢nd linie
PaTu 8902) v riiznych asovych intervalech od aplikace. Studovana byla také rychlost

metabolizace preparatu v krvi a exkrece v moci.
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1. Material

K izolaci RNz byly pouzity senescentni listy pSenice (7riticum sp.) priblizné 30 dni
post anthesis.

Bunééna linie lidského prostatického karcinomu LNCaP a duktalniho pankreatického
adenokarcinomu PaTu 8902 byla ziskdna z German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures (DSMZ), Braunschweig, Némecko.

Samci CD-1 imunodeficientnich nu/nu mysi o hmotnosti 28-36 g byly ziskany od

spole¢nosti AnLab s.r.o., Praha, Ceska republika.

4.2. Pouzité chemikalie

Bio-Rad (USA): Coomassie Brilliant Blue R-250, kat. ¢. 161-0400

Carl Roth (Némecko): kyselina trichloroctova. kat. ¢. 8789
tris-hydrochlorid (Tris-HCI). kat. ¢. 9090

Fluka (Svycarsko): tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-baze). kat. &. 93352
Lach-Ner (CR): fosfore¢nan sodny sekundarni dodekahydrat, kat. ¢. 30307
glycerin bezvody, kat. ¢. 30270

hydroxid sodny. kat. ¢. 30341

chlorid draselny. kat. ¢. 30383

chlorid sodny, kat. ¢. 30423

chlorid zine¢naty bezvody, kat. ¢. 30436

isopropylalkohol. kat. ¢. 30470

kyselina chlorovodikova 35%, kat. ¢. 30565

modrf bromfenolova, kat.¢. 331013

octan sodny trihydrat, kat. ¢. 30695

siran amonny, kat. ¢. 30785

Linde Gas (CR): dusik stlaceny

dusik kapalny

oxid uhli¢ity potravinarsky

MP Biomedicals (USA): Kyselina ribonukleova ve formé sodné soli (RNA), kat. ¢. 102927
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bovinni panktreaticka ribonukledza A (RNaza A) (70 Kunitz units/mg) , kat. ¢. 193980
P-lab (CR): dihydrogen fosfore¢nan draselny. kat. ¢. D02101

ethylalkohol. kat. ¢. E02301

Penta (CR): kyselina octova, kat. & 100495

Serva (Némecko): akrylamid, kat. ¢. 10674

amoniumpersulfat (APS), kat. ¢. 13375

dimethylsulfoxid (DMSO). kat. ¢. 20385

dodecylsulfat sodny (SDS), kat. ¢. 20763

hovézi sérovy albumin (BSA), kat. ¢. 01094

kyselina ethylendiamintetraoctova ve formeé dvojsodné soli (Na;EDTA), kat. ¢. 11280.02
modfF toluidinova, kat. ¢. 36693.02

N, N'-methylenbisakrylamid (Bis), kat. ¢. 29195

N, N, N, N'-tetramethylethylendiamin (TEMED), kat. ¢. 5923

Shearwater (USA): fluorescein-5-izothiokyanat-polyethylenglykol-N-succinimidyl propionat.
kat. ¢. IK4MOHO02

Sigma (USA): 2-merkaptoethanol, kat. ¢. M6250

Dalton Mark VII-L (M.W. 14 000 — 66 000), kat. ¢. SDS7-1VL
tenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), kat. ¢. P7626

glycin, kat. ¢. G7126

mocovina, kat. ¢. U-5128

pepstatin A, kat. ¢. P-4265

(poly)vinylpyrrolidon (PVP), kat. ¢. P6755

4.3. Izolace neutralnich RN4z ze senescentnich pSeni¢nych listi

4.3.1. Priprava buné¢ného extraktu

Senescentni pseni¢né listy, uchované pii— 80 °C. byly nejprve rozstiithany na kousky
o velikosti zhruba 1 x 1 cm. Poté byl k rostlinné tkani ptidan (poly)vinylpyrrolidon
v mnozstvi 15 g na 100 g rostlinné tkané. Tkan byla za stalého ochlazovani tekutym dusikem
homogenizovana v pufru A (10 mM Tris, pH 7.5, 5 mM EDTA a I mM PMSF) pomoci
dispergenéniho zafizeni T18 Basic Ultra — Turrax firmy IKA. Na kazdych 50 g rostlinné tkang

bylo pouzito 300 ml pufru A. Vysledna smés byla piefiltrovana pies syntetické mlynaiské
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hedvabi (velikost port 100 pm) (Chang a Gallie, 1997). Nerozpustné necistoty byly

odstranény centrifugaci pfi 3960 g a 2 °C po dobu 10 minut.

4.3.2. Srazeni siranem amonnym

Proteinova frakce byla z hrubého extraktu vysrazena 40% siranem amonnym a
odstranéna centrifugaci pii 3960 g a 2 °C po dobu 10 minut. Kyselé RNazy byly ziskany ve
srazeniné pii srazeni 60 % saturace siranu amonného. Srazenina byla od extraktu oddélena
centrifugaci pfi 3960 g a 2 °C po dobu 20 minut. Poté byla promyta saturaénim roztokem
siranu amonného. zahusténa centrifugaci za stejnych podminek a zamrazena pii -20 °C. Po
srazeni 80 % saturace siranu amonného a centrifugaci pii 3960 g a 2 °C po dobu 20 minut
byla ziskana srazenina obsahujici neutrdlni Rnazy (Chang a Gallie, 1997). Srazenina byla

rozpusténa v pufru A a zbavena nerozpustnych necistot centrifugaci ve dvou cyklech pii 3960

g a2 °C po dobu 10 minut.

Tab. 4.1. Mnozstvi siranu amonného potiebné pro pripravu roztoki
(Kas et al., 2006)
Vysledna koncentrace siranu amonného (%o saturace pii 0 °C)

12025303540 455055 60 65]70]75]80]85]90]95]100]

g pevného siranu amonného na 100 ml roztoku

0 ]10,6]13,4]16,4/19,4/22,6|25.8|29.1/32,6(36,1|39.8/43.6/47.6|51.6]55.9/60.3|65.0{69.7
5 17.910.,8{13,7]16,6/19.7|22.9|26.2/29.6|33,1|36.8/40.5|44.4|48.4|52.6/57.0/61.5{66.2
o L1015.318,1]10,9]13.9/16,9/20,0|23,3|126,6(30,1/33.7|37.4/41.2/45.2/49.3|53.6|58.1]62.7
T [ 15[2,6]54(8211,1]14,1[17,2]20,4/23.727,1/30,6|34.3|38,1]42.0|46,0/50.3|54,7|59.2
g 20 0 12,7(5,5]8.3[11,3]14.3]17,5/20,7|24,1|27,6/31,2|34.,9|38,7|42.7|46.9|51,2|55.7
s
% 25 0 12,7|5.6]84]11,3]14,6{17,9|21,1|24,5|28,0/31,7|35.,5/39,5|43,6|47,8/52,2
Z |30 0 [2,8]56]8,6]|11,7/14.8|18,1{21,4/24,9|28,5|32,3|36.2|40.2|44,5/48.8
§ 35 0 {2,8]5,7]8,7]11,8/15,1/18,4/21,8|25,4|29,1|32,9/36,9|41,0(45.3
g 40 0 [29]5.8]8.9]12,0/15.3]18,7{22.2|25.8/29.6|33.5|37.6/41.8
% 45 0 12,9]15.9]9.0]12,3]15.6]19.0|22,6{26.3]30,2|34.2{38.3
£
_§ 50 0 [3.0[6.0]9.2]12,5/15,9]19.,4{23.0|26.8/30,8/34.8
;')\ 55 0 13,0{6,1]9.3(12,7{16.1]19,7|23,5|27.3|31.3
60 0 13,1]62]95]12,9/16,4/20,123,9]27.9
65 0 13,1]6,3(9,7]13,2/16,8/20,5]24.4
70 0 13.2]6.5]9.913.4/17.1120.9
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4.4. Purifikace neutralnich RNaz

4.4.1. Centrifugace

Extrakt neutrdlnich RNéaz byl promyt a zahustén filtraci pies jednoucelovy ultrafiltr
Millipore, model Centriplus YM — 3 smembranou 3000 MWCO. Filtrace probihala
centrifugacné v Sesti cyklech po 5 — 9 hodinach pti 3 000 g a 2 °C. Extrakt byl promyvan

pufrem A s 2 mM PMSF.

4.4.2. Chromatografie na iontoménicich

Analyza extraktu neutralnich RNaz probihala na ptistroji Econo-Syst firmy Bio-Rad
(USA) za laboratorni teploty. Pred aplikaci vzorku byl chromatograficky sloupec promyt
pufrem A s 1,5 mM PMSF (Chang a Gallie, 1997). Jednotlivé frakce byly jimany v objemu
50 ml. Do doby nez, byly déle charakterizovany. byly uchovany pri—-20 °C.

Podminky:

stacionarni faze DEAE-Sepharose Fast Flow

mobilni faze I. pufr A
2.0,5 M KCl1 + pufru A s 1.5 mM PMSF
(nejprve 150 ml 1. mobilni faze, poté 700 ml gradientu a pak 150 ml 2.
mobilni faze)

nastiik 32 ml

pritok 2 ml/min

citlivost 0,5

detekce pii vinové délce 280 nm

4.4.3. Gelova permeacni chromatografie (GPC)

Vzorek pro analyzu na GPC byl vybran po elektroforetickém rozdéleni frakci
z ptedchozi chromatografie a po otestovani jejich RNazové aktivity in vitro.

Tésné pied analyzou na GPC byl vzorek zahustén pomoci ultrafiltraéni membrany
Millipore 5 000 MWCO. Ultrafiltrace probihala za chladu v ptitomnosti stlaceného dusiku
pod tlakem 0,2 MPa. 43 ml frakce 9 bylo zahu$téno na 6 ml. Chromatograficky sloupec byl
pied aplikaci vzorku promyt 0,05 M Tris s 2 mM PMSF, 1 uM pepstatinem A a 2 mM 2-
merkaptoethanolem. Jednotlivé frakce byly jimany v objemu 10 - 45 ml. Analyza probihala

pii laboratorni teploté. Do doby nez byly déle charakterizovany. byly uchovény pri-20 °C.
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Podminky:

staciondrni faze Sephacryl S-100

mobilni faze 0,05 M Tris + 2 mM PMSF + 1 uM pepstatinem A + 2 mM 2-
merkaptoethanol

nastiik 5 ml

pritok 1,56 ml/min

citlivost 0,2

detekce pti vinové délce 280 nm

Absorbance jednotlivych frakci byla proméfena na spektrofotometru Cecil CE2021
(Anglie) pfi 280 nm. Z naméfenych hodnot byla poté stanovena koncentrace bilkovin podle

vzorce (4.1).

(A Ao
1.4

) [mg/m/] @.1)

4.4.4. Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS (SDS-PAGE)

Elektroforéza v ptitomnosti SDS byla provadéna na polyakrylamidovém gelu
v diskontinudlnim uspotadani za pouziti 15% separaéniho a 5% zaostfovaciho gelu. Pro
elektroforézu byla pouzita aparatura Mini-Protean firmy Bio-Rad (USA). Elektromigrace
probihala za chladu ve vertikdlnim uspofadani pti pH=8,3 a konstantnim napéti 200 V po
dobu 60-130 minut.

Do kadinky bylo nejprve odpipetovano ptislusné mnozstvi prvnich ¢tyi slozek
separa¢niho gelu (viz nize). Po promichani bylo pfidano dané mnozstvi dalSich dvou slozek.
roztok byl opét promichan a nalit mezi skla elektroforetické aparatury. Ve vrchni ¢asti byl
ponechdn prostor pro zaostfovaci gel. Separa¢ni gel byl piekryt vrstvou destilované vody a
ponechan 30-60 minut polymerovat. Po polymeraci byla vrstva vody odsata. Zaostrovaci gel
byl pfipraven postupem popsanym vyse a nalit pfimo na gel separa¢ni. Do gelu byla ihned po
naliti zasunuta polymeraéni hiebenova Sablona. Zaostiovaci gel polymeroval 30-60 minut.
Poté byl hiebinek opatrné vyjmut. Pred aplikaci vzork( byl gel v aparatufe prelit
elektrodovym roztokem. Vzorky byly nejprve smichany s 2x koncentrovanym vzorkovym
pufrem v poméru 1:1, zahfaty na 60 °C po dobu 3 - 4 minut a centrifugovany pti 9 300 g a
laboratorni teploté po dobu 10 minut. Poté bylo pozadované mnozstvi vzorku aplikovano pod
hladinu elektrodového roztoku. Souc¢asné se vzorky byl aplikovan velikostni marker Dalton
Mark VII-L v mnozstvi 5 pl na dilek. Velikostni marker byl pred aplikaci do dilku zahiat na

100 °C po dobu 1 minuty a centrifugovan za podminek uvedenych vyse.
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Po skonceni elektroforézy byl gel promyt ve 20% (w/v) kyseliné trichloroctové po
dobu 20 minut. Poté byl nékolikrat proplachnut v destilované vodé a obarven barvicim
roztokem (0.2 g Coomassie Brilliant Blue R-250, 25 ml kyseliny octové, 475 ml destilované
vody). Po obarveni byl gel odbarven v odbarvovacim roztoku (25 ml kyseliny octové a 475
ml destilované vody). Odbarvené gely byly naskenovany na pristroji Astra 4000U a

zpracovany programem Elfo Man 2.5.

Chemické slozeni roztokii:

15% separacni gel:

destilovana voda 2,3 ml
30% akrylamidovy mix 5,0 ml
1.5 M Tris-baze (pH 8,8) 2,5 ml

10% (w/v) SDS 0.1 ml
10% (w/v) APS 0.1 ml
TEMED 0,004 ml

3% zaostrovaci gel:

destilovana voda 3.4 ml
30% akrylamidovy mix 0,83 ml
1.5 M Tris-baze (pH 8.8)  0.63 ml

10% (w/v) SDS 0,05 ml
10% (w/v) APS 0.05 ml
TEMED 0,005 ml

elektrodovy roztok, pH 8.3:
25 mM Tris-baze

192 mM Glycin

0,1% (w/v) SDS

2x koncentrovany vzorkovy pufr:
126 mM Tris-HCI, pH 6.8

20% (v/v) glycerin

4% (w/v) SDS

0,005% (w/v) bromfenolova modr

4.5. Testovani aktivity neutralnich RNaz in vitro

4.5.1. Test ribonukleazové aktivity

Do zkumavek bylo napipetovano 25 pl extraktu RNaz a 250 pl 50 mM TRIS - HCI
pH 7.4 50,4 mg/ml kvasnicné RNA a 0,1 mg/ml BSA. U negativni kontroly bylo
napipetovano 275 pl roztoku TRIS — HCI, u kontroly pozitivni byla misto extraktu RNaz

pouzita RN4za A. Smés byla poté promichana a inkubovana v inkubdtoru Robbins Scientific
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2000 (USA) pti 30 °C po dobu 1 hodiny. Po vyjmuti z inkubéatoru bylo ke smési napipetovano
25 pl 3 M octanu sodného pH 5,5 a 688 ul chladného 96% (v/v) ethanolu. Smés byla opét
promichana a inkubovana pii —20 °C po dobu 1 hodiny. Poté byla smés centrifugovana pii 9
300 g a4 °C po dobu 10 minut. Ze zkumavek byl vylit supernatant a srazenina nezreagované
RNA byla promyta 1 ml 75% (v/v) ethanolu. Srazenina byla promyta centrifuga¢né pii 9 300
g a 4 °C po dobu 10 minut. Poté byla sedlina rozpusténa v | ml 0.5% (w/v) SDS a
promichana. Absorbance vzorku byla proméfena na spektrofotometru Cecil CE2021 pii 260

nm.

4.5.2. Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v piitomnosti SDS a kvasni¢né

dsRNA

Elektroforéza s 1 mg kvasni¢cné dsRNA na 1 mlseparaéniho gelu probihala za
podminek a ve slozeni popsaném v kapitole 4.4.4.

Po skonceni elektroforézy byl z gelu odkrojen velikostni marker, ktery byl poté
obarven postupem popsanym v kapitole 4.4.4. Gel byl promyt ve 25% (v/v)
isopropylalkoholu v 10 mM Tris-HCl pH 7,0 po dobu 30 minut. Poté byl nékolikrat
proplachnut v 2 uM ZnCl, v 10mM Tris-HCI pH 7,0 a inkubovan ve 100mM Tris-HCI pH 7.0
pii 50 °C po dobu 2 hodin. Inkubace probihala v inkubdtoru Robbins Scientific 2000.
Obarven byl v 0,2% (w/v) toluidinové modfi v 10 mM Tris-HCI pH 7.0 po dobu minimalné
10 minut (Liao, 1995). Po obarveni byl gel odbarven v destilované vodé. Odbarvené gely byly

naskenovany na pfistroji Astra 4000U a zpracovany programem Elfo Man 2.5.

4.6. Konjugace neutralnich RNaz s PEG-fluoresceinovanych preparatem

Extrakt neutrdlnich RNé&z byl nejprve pieveden do fosfatového pufru (50 mM
KH.PO4, pH 7.5) a zahu$tén pomoci ultrafiltraéni membrany Millipore 5 000 MWCO.
Ultrafiltrace probihala za chladu v ptitomnosti stlaceného dusiku pod tlakem 0.2 MPa. 34 ml
frakce 4 z analyzy na GPC bylo zahusténo na 2,7 ml. Poté byl v dusikové atmosféte ke vzorku
pfidan PEG — fluoresceinovany preparat (Fluor-SPA-PEG-5000). Na 1 ml roztoku bylo
pouzito 8.7 mg PEG — fluoresceinovaného preparatu. Poté byla smés intenzivné michana po
dobu 70 minut. Reakéni smés byla piepipetovana do filtru Millipore, model Centriplus YM —
10 s membranou 10 000 MWCO. Smés byla poté centrifuga¢né promyta v deviti cyklech po 1
— 3 hodinach pti 3 000 g a 4 °C. Kazdy 1 ml reakéni smési byl promyt 15.8 ml PBS pH 7.4.

V pribéhu promyti doslo k oddéleni RNaz konjugovanych s PEG — fluoresceinovanym
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preparatem, které ziistaly nad filtrem, a nekonjugovanych slozek. které filtrem prosly (Skvor,
2006). Po kazdém cyklu byla proméfena absorbance nekonjugované slozky na
spektrofotometru Cecil CE2021 pii 280 a 495 nm. Pro kontrolu stupné promyti bylo
z naméfenych hodnot spoc¢itdno procentudlni zastoupeni bilkovin v roztoku podle vzorce (4.2)

a pomér PEG — fluoresceinovaného preparatu a bilkovin z rovnice (4.3).

% bilkovin = 120 =033 Ev: (4.2)
14
PEG - FITC 287 Eus o] (@3)

bilkovina FE220—0,35- F4s

4.7. Studium celotélové distribuce a metabolizace stabilizovanych RNaz in
vivo

Lidsky prostaticky karcinom LNCaP a duktalni pankreaticky adenokarcinom PaTu
8902 byly mysim transplantovany subkutanné na pravy bok. Preparat RNaz byl aplikovan 5
imunodeficientnim nu/nu mys$im i. v. vdavce 100 pl, jakmile velikost nadoru dosihla
pfiblizné 3 x 3 mm. Mysi s duktdlnim pankreatickym adenokarcinomem byly usmrceny
v intervalech 2, 6, 24 a 120 hodin. My$ s lidskym prostatickym karcinomem byla usmrcena
72 hodin od aplikace preparatu. Kontrolnimu jedinci preparat injikovan nebyl.

Organy byly nejprve zamrazeny v kapalném dusiku a uchovany v mrazicim boxu pii
teploté -80 °C. Poté byly postupné piipraveny kryofezy na mikrotonu Leica CM3050. Krajeni
probihalo pii teploté vzorku -24 °C a teploté komory -22 °C. Rezy o tlouitce 6-18 pm (podle
typu tkané) byly samovolné piichyceny na podlozni sklo a poté byla v preparatech zjistovana
piitomnost FITC konjugatti pomoci fluorescenéniho mikroskopu. K pozorovani preparati byl
pouzit mikroskop Jenalumar SH 250 s excita¢nim filtrem 360-370 nm. emisnim filtrem 420-
460 nm a dichromatickym filtrem 400 nm. Pro zvéteni byl pouzit objektiv se zvétSenim 25x.
Preparaty byly fotografovany fotoaparatem Leica DC 150 s pouzitim digitdlniho zoomu.
Snimky byly upraveny v programu ZoomBrowser EX 5.5.

Krev a mo¢ byly po odbéru kratkodobé uchovany v lednici pti 4 °C. Poté byly
nafedény s PBS (3 g Na-HPO, . 12 H>0, 0,2 g KH2POy, 0.3 g KCI. 8 g NaCl dopInéné do I 1
destilovanou vodou) pH 7.4 v pomeéru 1:1. 1:3, 1:4. 1:9 a 1:19. Vzorky byly proméfeny
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fluorometrem Tecan Infinite 200 a zpracovany softwarem Magellan Standard verze 6.1 na

Katedre parazitologie Pfirodovédecké takulty Univerzity Karlovy v Praze.



5. VYSLEDKY 43

5. VYSLEDKY

5.1. Izolace a purifikace neutralnich RNaz

Kizolaci a purifikaci neutrdlnich RNé&z zrostlinného extraktu byla pouzita
chromatogratie na iontoméni¢ich za podminek uvedenych v kapitole 4.4.2. Frakce, ktera byla
pozdéji dale charakterizovana, byla eluovana v elu¢nim objemu 660 ml (prutokova rychlost:

2 ml/min) (viz Obr. 5.1). Tato frakce, ozna¢ena ¢islem 9, byla jimana v objemu 50 ml.

Hmotnostni koncentrace
[mg/ml]

3 —_
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|
|
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Obr. 5.1. Chromatogram analyzy extraktu neutralnich RNaz

Vyznacena frakce byla pouzita pro dalsi purifikaci neutralnich RNaz.

U jednotlivych frakci byla otestovana RNazova aktivita pomoci testu ribonukledzové
aktivity (viz kapitola 4.5.1.). Hodnoty absorbanci jednotlivych frakci pri 260 nm jsou uvedeny
v Tab. 5.1 soudasné shodnotami pro pozitivni a negativni kontrolu. RNazova aktivitita
jednotlivych frakci byla timto zplisobem porovnana s bovinni panktreatickou ribonukleazou
A, jakozto pozitivni kontrolou, a negativni kontrolou, ve které RNaza pritomna nebyla. Na
zékladé téchto dat byly vybrany frakce, které byly dale charakterizovany. a to pomoci SDS-
PAGE a SDS-PAGE v ptitomnosti kvasni¢né dsRNA.
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Tab. §.1. Hodnoty absorbanci jednotlivych frakei pFi 260 nm

Vyznaéena frakce byla pouzita pro dalsi purifikaci neutralnich RNaz.

Cislo frakce ! Absorbance pri 260 nm

1 1,366

2 1,090

3 0,999

4 1,050

S 1,043

6 0.834

7 0,545

8 0,260

9 0,096

10 0,088

11 : 0,075

12 i 0,082

13 0,092

14 ‘ 0.145

15 0,212

16 0.324

17 0,472

18 0,587

19 9 0,745

20 0.731

21 ‘ 0,857

22 1,099

23 0,813

24 ‘ 1,028

25 | 1,419

26 ! 1,202
Pozitivni kontrola | 0,462
Negativni kontrola ‘ 1,610

SDS-PAGE probihala za podminek a ve slozeni uvedeném v kapitole 4.4.4. . Na gel
byly aplikovany vzorky vybranych frakci v mnozstvi 30 pl na dilek. Za podminek a ve
slozeni uvedeném v kapitole 4.5.2. probihala sou¢asné SDS-PAGE v pritomnosti kvasni¢né
dsRNA. Pro ucel testovani aktivity neutralnich RNaz in vitro bylo na gel aplikovano 15 pl
vzorku. Elektromigrace probihala po dobu 70 minut.

Na zakladé elektroforetického rozdéleni frakci (viz Obr. 5.2) a po otestovani jejich
ribonukleazové aktivity pomoci SDS-PAGE v piitomnosti kvasni¢né dsRNA (viz Obr. 5.3)
byla identifikovana relativni molekulova hmotnost separovanych neutralnich RNaz. Pomoci
programu Elfo Man 2.5. byly nalezeny 4 neutrdlni RNazy o relativni molekulové hmotnosti

24,28, 34 a4l kDa (viz Obr. 5.2 a 5.3).
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st — 66 kDa

41 kDa — — 45 kDa
34 kDa — — 36 kDa
28 kDa — — ;Z ::Ba
24 kDa — - a
— 20,1 kDa
— 14,2 kDa
8 9 0 112 13
Obr. 5.2. Elektroforetické rozdéleni vybranych frakei pomoci SDS-PAGE
Vyznacena frakce byla pouzita pro dalsi purifikaci neutralnich RNaz.
— 66 kDa
41 kD — 45 kDa
a —
34 kDa — — 36 kDa
28 kDa — — 29 kDa
24 kDa — — 24 kDa
— 20,1 kDa
— 14,2 kDa

Obr. 5.3. Elektroforetické rozdéleni vybranych frakci pomoci SDS-PAGE v pfitomnosti dsSRNA

Vyznacena frakce byla pouzita pro dal3i purifikaci neutralnich RNaz.

Po zhodnoceni ptedchozich analyz byla pro dalsi purifikaci neutralnich RNz vybrana
frakce 9. Jak ukazuji Obr. 5.1 a 5.2 je vtéto frakci v porovnani s ostatnimi vysoka
koncentrace separovanych enzymi. Z dat uvedenych v Tab. 5.1 Ize usuzovat i na vysokou

ribonukleazovou aktivitu. Vysoka ribonukleazova aktivita byla také potvrzena pomoci SDS-
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PAGE v pritomnosti kvasnicné dsRNA (viz Obr. 5.3). Enzymy s ribonukledazovou aktivitou o
relativni molekulové hmotnosti niz$i nez 20,1 kDa byly identitikovany jako fragmenty
neutralnich RNaz (viz Obr. 5.3).

K purifikaci frakce 9 byla pouzita GPC za podminek uvedenych v kapitole 4.4.3.
Frakce, ktera byla pozd¢ji konjugovana s PEG-fluoresceinovanym preparatem, byla eluovana
veluénim objemu 150 ml (pritokova rychlost: 150 ml/min) (viz Obr. 5.4). Hodnoty
absorbanci jednotlivych frakei pti 280 nm jsou uvedeny v Tab. 5.2. Z téchto hodnot byla
podle vzorce 4.1 vypoctena koncentrace bilkovin (viz Tab. 5.2). Jako slepé stanoveni byl

pouzit 0,05 M Tris s 2 mM PMSF, 1 uM pepstatinem A a 2 mM 2-merkaptoethanolem.

Hmotnostni koncentrace

[mg/ml]
4 —
3 4
2 T 4
1 —
0 T f f T 1 ] f
0 1 2 34 5 Cas

(h]

Obr. 5.1. Chromatogram purifikace frakce 9
Vyznaéena frakce byla pouzita pro konjugaci neutralnich

RNaz s PEG-fluoresceinovanym preparatem.
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Tab. 5.2. Stanoveni koncentrace bilkovin v jednotlivych frakcich

Vyznacena frakce byla pouzita pro konjugaci neutralnich RNaz s PEG-fluoresceinovanym preparatem.

Cislo frakce ; Absorbance pii 280 nm ¢ bilkovin {mg/ml|
1 0.165 0.092
2 - 0,193 0,112
3 0,298 ! 0.187
4 0,481 0,318
5 0.628 ‘ 0,423
6 0.569 0,381
7 0,281 0,175
8 ! 0.158 * 0,087
9 : 0,106 i 0,050
10 ) 0.089 ‘ 0,038
Slepé stanoveni 0,036 !

U jednotlivych frakci byla testovana RNazova aktivita pomoci testu ribonukledazové
aktivity (viz kapitola 4.5.1.). Pied provedenim testu byly vzorky vybranych frakci zahustény
filtrem Microcon Ultracel YM-3 s membranou 3000 MWCO od firmy Millipore. Filtrace
probihala pti4 °C a 12 000 g. 750 ul frakce 4 bylo zahusténo na 100 pl.

Hodnoty absorbanci jednotlivych frakei pti 260 nm jsou uvedeny v Tab. 5.3 soucasné
s hodnotami pro pozitivni a negativni kontrolu. RNazova aktivitita jednotlivych frakei byla
porovnana s obéma kontrolami stejnym zpusobem jako v ptipadé piedchozi chromatografie
na iontoméni¢ich. Na zakladé téchto dat byly vybrany frakce, které byly dale

charakterizovany pomoci SDS-PAGE.

Tab. 5.3. Hodnoty absorbanci jednotlivych frakei pfi 260 nm
Vyznacena frakce byla pouzita pro konjugaci neutralnich RNaz

s PEG-fluoresceinovanym preparatem.

Cislo frakce Absorbance pii 260 nm
1,069
0.137
0,071
0,075
0,557
1,229
1,304
1.310
, 1,309
10 ' 1.299
Pozitivni kontrola o 0,324
Negativni kontrola . 1,367

—

OO0 QN N WD

SDS-PAGE probihala za podminek a ve slozeni uvedeném v kapitole 4.4.4. . Pied

aplikaci na gel byly vzorky vybranych frakci zahustény stejnym zplisobem jako pro testovani
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ribonukleazové aktivity. Na gel byly aplikovany vzorky v mnozstvi 25 pl na dualek (vzorek:
2x koncentrovany vzorkovy pufr v poméru 3:2). Elektromigrace probihala po dobu 130

minut. Elektroforetické rozdélni vybranych frakci je zobrazeno na Obr. 5.5.

66 kDa —  wwrmem

45 kDa —
36 kDa — .o
— 34 kDa
29kDa — =7 — 28 kDa
24 kDa — — 24 kDa
20,1 kDa — ==~
14,2 kDa — -

1 2 3 4
Obr. 5.5. Elektroforetické rozdéleni vybranych frakci pomoci SDS-PAGE

Vyznacena frakce byla pouzita pro konjugaci neutralnich RNaz s PEG-

fluoresceinovanym preparatem.

Na zakladé uvedenych analyz byla pro konjugaci neutrdlnich RN4az s PEG-
fluoresceinovanym preparatem vybrana frakce 4. Jak je patrné z Obr. 5.5, obsahuje tato
frakce neutralni RNazy o relativni molekulové hmotnosti 24, 28 a 34 kDa. Enzymy o relativni
molekulové hmotnosti nizsi nez 20,1 kDa, které jsou v malém mnozstvi ve frakci pfitomny,
byly identifikovany jako fragmenty neutralnich RNaz (viz Obr. 5.5). Zachovana zustala i

ribonukleazova aktivita (viz Tab. 5.3).

5.2 Konjugace neutralnich RNaz s PEG-fluoresceinovanym preparatem

Vzorek neutrdlnich RNaz byl pied konjugaci s PEG-fluoresceinovanym preparatem
zahus$tén za podminek uvedenych v kapitole 4.6. Koncentrace vzorku byla podle vzorce 4.1
stanovena na 0,964 mg/ml. Po kazdém cyklu promyti byla proméiena absorbance
nekonjugovanych slozek pii 260 a 495 nm (viz Tab. 5.4). Z uvedenych hodnot bylo pro
kontrolu stupné¢ promyti vypocteno procentudlni zastoupeni bilkovin (viz Tab. 5.5). Pro
porovnani jsou v Tab. 5.4 a 5.5 rovnéZz uvedeny hodnoty RNaz konjugovanych s PEG-

fluoresceinovanym preparatem (retentat).
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Tab. 5.4. Hodnoty absorbanci po jednotlivych cyklech promyti pfi 260 nm a 495 nm

Vzorek Absorbance pti 280 nm Absorbance pri 495 nm
Filtrat 1 ' 1,460 1,240
Filtrat 2 . 1,398 1,198
Filtrat 3 ' 1.094 ' 1.116
Filtrat 4 ' 1,078 - 1.168
Filtrat 5 ‘ 0,781 ‘ 1,164
Filtrat 6 0.617 - ' 1.134
Filtrat 7 A 0,984 : 1,218
Filtrat 8 .09 1.196
Filtrat 9 ‘ 0,612 i 1,132
Retentat 1,400 : 1,184

Tab. 5.5. Procentualni zastoupeni bilkovin jako kontrola promyti

Vzorek % bilkovin
Filtrat | ‘ 0.073
Filtrat 2 0,070
Filtrat 3 0.050
Filtrat 4 ! 0,048
Filtrat 5 ‘ 0.027
Filtrat 6 0,016
Filtrat 7 ! 0.040
Filtrat 8 0,048
Filtrat 9 - 0.015
Retentat 0.070

Pro kontrolu aktivity stabilizovanych forem RNaz byl proveden test ribonukleazové
aktivity. Hodnoty absorbanci pti 260 nm jsou uvedeny v Tab. 5.6. RNazova aktivitita vzorku
byla porovnana sob&ma kontrolami stejnym zplsobem jako v predchozim ptipadech.
Z hodnot uvedenych v tab. 5.6 je patrné, ze aktivita stabilizovanych forem RNaz zistala

zachovana.

Tab. 5.6. Hodnoty absorbanci jednotlivych frakei pfi 260 nm

Cislo frakce i Absorbance pii 260 nm
Retentat f 0,780
Pozitivni kontrola ] 0.377
Negaticni kontrola ? 1,383

5.3. Studium celotélové distribuce a metabolizace stabilizovanych RNaz in

Vivo

5.3.1. Krev CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi

Krev CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi byla zpracovana zptsobem uvedenym

v kapitole 4.7. Hodnoty uvedené v Tab. 5.7 a na Obr. 5.6 srovnavaji intenzitu
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fluorescence v intervalech 2, 6, 24, 72 a 120 hodin po i.v. aplikaci preparatu stabilizovanych

RNé&z. Pro porovnani jsou v Tab. 5.7 uvedeny hodnoty fluorescence krve u kontrolniho

jedince. Vzrust intenzity fluorescence byl pozorovan jiz v intervalu 2 hodin po i.v. aplikaci

preparatu (viz Tab. 5.7). Vrcholu intenzity fluorescence bylo dosazeno v intervalu 6 hodin.

V nasledujicich intervalech intenzita fluorescence pozvolna klesala (viz Obr.5.6), az dosahla

hodnot srovnatelnych s hodnotami kontrolniho jedince (viz Tab. 5.7). Jak je patrné z Obr. 5.6,

k mirnému zvySeni intenzity fluorescence doslo opét v poslednim sledovaném intervalu.

Tab. 5.7. Hodnoty fluorescence krve po i.v. aplikaci 100 pl preparatu stabilizovanych RNaz

Nameétené hodnoty jsou uvedeny v relativnich fluorescen¢nich jednotkach.

Cas |[h|
Pomér Kontrolni
vzorek:PBS jedinec 2 6 24 72 120
1:19 306,00 419,75 486,50 384,25 349,50 392,75
1:9 240,50 353,00 467,00 323,75 290,00 345.50
1:4 285,00 337,50 461,75 256,75 250,25 294,75
1:2 271,75 335,75 459,25 248.50 223.75 261,00
1:1 225,00 308,75 491,00 249,75 204,75 21425
Krev CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi
600 |
¥ | |
- 2500 - .
| o |
2, -
5 400 + o119 |
§ iI1:9
@ 300 - '01:4
S - |a13
3 .
= 200 - -
'c =
2
®
©
(4

120

Obr. 5.6. Porovnani intenzity fluorescence krve po i.v. aplikaci 100 pl preparatu stabilizovanych RNaz

5.3.2. Mo¢ CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi

Mo¢ CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi byla zpracovana zpisobem uvedenym

v kapitole 4.7. Hodnoty uvedené v Tab. 5.8 a na Obr.

5.7 srovnavaji

intenzitu
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fluorescence v intervalech 2, 6, 24, 72 a 120 hodin po i.v. aplikaci preparatu stabilizovanych
RNaz. Pro porovnani jsou v Tab. 5.8 uvedeny hodnoty fluorescence moc¢i u kontrolniho
jedince. Vrchol intenzity fluorescence byl pozorovan jiz v prvnim sledovaném intervalu (viz
Tab. 5.8). V nasledujicich intervalech intenzita fluorescence strmé klesala, mirny vzrist
intenzity byl pozorovan v intervalu 120 hodin (viz Obr. 5.7). Ve vsech sledovanych
intervalech byly hodnoty fluorescence oproti hodnotdm kontrolniho jedince zvysené (viz tab.

5.8).

Tab. 5.8. Hodnoty fluorescence mo€i po i.v. aplikaci 100 pl preparatu stabilizovanych RNaz

Nameéiené hodnoty jsou uvedeny v relativnich fluorescen¢nich jednotkach.

Cas h]
Pomér Kontrolni
vzorek:PBS jedinec 2 6 72 120
1:19 356,75 3861,00 2135,00 476,75 480,25
1:9 417,00 5704,80 3221,50 432,00
1:4 428,50 7590,50 4410,00 432,75
1:2 8087,50 4762,80
1:1 8429,00 5595,80
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Obr. 5.7. Porovnani intenzity fluorescence modi po i.v. aplikaci 100 pul preparatu stabilizovanych RNaz

5.3.3. Jaterni tkan CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi

Jaterni tkann CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi, stejné jako tkan ostatnich organd, byla

zpracovana zplusobem uvedenym v kapitole 4.7. Rozdily v intenzit¢ tluorescence
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n

mikroskopickych preparatii v jednotlivych ¢asovych intervalech jsou vyobrazeny na Obr. 5.8
az 5.13. V jaterni tkani byl nartst intenzity fluorescence zaznamenan jiz v prvnim ¢asovém
intervalu po i.v. aplikaci preparatu stabilizovanych RNaz (viz Obr. 5.9). Vrcholu intenzity
fluorescence bylo dosazeno v intervalu 24 hodin (viz Obr. 5.11). V nasledujicich ¢asovych

intervalech intenzita fluorescence strmé poklesla (viz Obr. 5.12 a 5.13).

5.3.4. Tkan kosterniho svalu CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi

Z divodu znaéné autotluorescence kontrolni tkané (viz Obr. 5.14) nebylo mozné
mikroskopické preparaty tkané kosterniho svalu v jednotlivych ¢asovych intervalech (viz Obr.

5.15 az 5.19) zhodnotit.

5.3.5. Tkan kize CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi

V tkani kuze bylo zvyseni intenzity fluorescence pozorovano jiz v prvnim intervalu po
i.v. aplikaci stabilizovanych RNéz (viz Obr.5.21). V nasledujicim ¢asovém intervalu zvysena
fluorescence prietrvala (viz Obr. 5.22). Vrcholu intenzity fluorescence bylo dosazeno
v intervalu 24 hodin od i.v. aplikace preparatu (viz Obr. 5.23). V poslednich dvou ¢asovych
intervalech byl zaznamenan mirny pokles (viz Obr. 5.24 a 5.25), ovSem mira fluorescence
byla v porovnani s tkani kontrolniho jedince (viz Obr. 5.20) zvy$ena. Z Obr. 5.21 az 5.25 je
patrné zvySeni intenzity fluorescence zejména v epidermis kiize. a to pravdépodobné v

oblasti stratum corneum a stratum basale.

5.3.6. Tkan ledvin CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi

V porovnani s tkani kontrolniho jedince (viz Obr. 5.26) nedoSlo v prvnim casovém
intervalu u tkané ledvin k zadné zmeéné (viz Obr. 5.27). ZvySena mira fluorescence byla
zaznamenana az v druhém a tfetim intervalu (viz Obr. 5.28 az 5.29) po i.v. aplikaci preparatu.
V poslednich dvou intervalech nebylo zaznamenano zadné zvyseni fluorescence (viz Obr.

5.30a5.31).

5.3.7. Mozkova tkan CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi

V tkani mozku bylo mirné zvyseni fluorescence zaznamenano jiz v prvnim casovém
intervalu (viz Obr. 5.33). Mirné zvy3Sena fluorescence pietrvavala az do intervalu 72 hodin po
i.v. aplikaci stabilizovanych RNaz (viz Obr. 5.34 az 5.26). V poslednim sledovaném intervalu

nebyla v porovnani s kontrolnim jedincem zaznamenana zadna zména (viz Obr. 5.32 a 5.37).
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5.3.8. Nadorova tkan CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi

V nadorové tkani byl vrchol intenzity fluorescence pozorovan jiz v prvnim
sledovaném intervalu (viz Obr. 5.39). V nasledujicich intervalech nebyla v porovnani
s kontrolni tkdni zadna fluorescence pozorovana (viz Obr. 5.38 a Obr 5.40 a 5.41). K
mirnému zvyseni intenzity fluorescence doslo opét v poslednich dvou ¢asovych intervalech

(viz Obr. 5.42 a 5.43).

5.3.9. Plicni tkan CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi

Vrcholu intenzity fluorescence bylo u plicni tkdné dosazeno jiz v prvnim sledovaném
intervalu (viz Obr. 5.45). V nasledujicich tfech ¢asovych intervalech bylo pozorovano zna¢né
snizeni fluorescence (viz Obr. 5.46 az 5.48), ovSem v porovnani s tkani kontrolniho jedince
byla intenzita fluorescence vétsi (viz Obr. 5.44). Vintervalu 120 hodin od i.v. aplikace

preparatu doslo opét k mirnému zvyseni fluorescence (viz Obr. 5.49).

5.3.10. Tkar sleziny CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi

V tkani sleziny byla nejvyssi intenzita fluorescence zaznamenana v intervalu 2 hodin
od i.v. aplikace preparatu (viz Obr. 5.51). V dalsich ¢asovych intervalech doslo k pozvolnému
snizeni fluorescence (viz Obr. 5.52 az 5.54). V poslednim sledovaném intervalu byla mira
fluorescence (viz Obr. 5.55) srovnatelnd s intenzitou fluorescence tkani kontrolniho jedince

(viz Obr. 5.50).

5.3.11. Srdeéni tkan CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi

Z divodu zna¢né autofluorescence kontrolni tkané (viz Obr. 5.56) nebylo mozné
mikroskopické preparaty srde¢ni tkané v jednotlivych ¢asovych intervalech (viz Obr. 5.56 az

5.61) zhodnotit.

5.3.12. TKkaii tenkého stFeva CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi

V tkani tenkého stfeva bylo vyrazné zvyseni intenzity fluorescence pozorovano pouze
v prvnim sledovaném intervalu (viz Obr. 5.63). V intervalech nasledujicich odpovidala mira
fluorescence jednotlivych mikroskopickych preparatti (viz Obr. 5.64 az 5.67) fluorescenci

kontrolni tkané (viz Obr. 5.62).



5. VYSLEDKY 54

5.3.13. Tkari tlustého streva CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi

K vyraznému zvyseni intenzity fluorescence doslo v tkani tlustého stieva jiz v prvnim
casovém intervalu (viz Obr. 5.69). V nasledujicich intervalech bylo sice pozorovano mirné
snizeni fluorescence (viz Obr. 5.70 az 5.73), ovSem v porovnani s kontrolni tkani (viz Obr.

5.68) byla intenzita fluorescence ve vSech mikroskopickych preparatech zna¢né zvysena.

5.3.14. Tkan varlete CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi

Vtkdni varlete bylo mirné zvySeni fluorescence pozorovano pouze Vv prvnim
sledovaném intervalu (viz Obr. 5.75). V nasledujicich casovych intervalech byla mira

intenzity fluorescence (viz Obr. 5.76 az 5.79) srovnatelna s kontrolni tkani (viz Obr. 5.74).



5. VYSLEDKY 55

Jaterni tkan CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi

Obr. 5.8. Jaterni tkait CD-1 imunodeficinetni nu/nu Obr. 5.9. Jaterni tkait CD-1 imunodeficinetni nu/nu
my3i, kontrolni jedinec, zvétseno 160x myS$i 2 hodiny po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutralnich RNaz v davce 100ul, zvétseno 160x

Obr. 5.10. Jaterni tkait CD-1 imunodeficinetni nu/nu

Obr. 5.11. Jaterni tkain CD-1 imunodeficinetni nu/nu
mys3i 6 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych mys$i 24 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutralnich RNéz v davce 100ul, zvétseno 160x neutralnich RNaz v davce 100ul, zvétseno 160x

Obr. 5.12. Jaterni tkari CD-1 imunodeficinetni nu/nu

Obr. 5.13. Jaterni tkait CD-1 imunodeficinetni nu/nu
my3i 72 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych mysi 120 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutralnich RNaz v davce 100ul, zvétseno 160x neutralnich RNaz v davce 100ul, zvétseno 160x
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Tkan kosterniho svalu CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi

Obr. 5.14. Tkai kosterniho svalu CD-1
imunodeficinetni nu/nu my3i, kontrolni jedinec,
zvétSeno 160x

Obr. 5.16.Tkar kosterniho svalu CD-1
imunodeficinetni nu/nu mysi 6 hodin po i.v. aplikaci
stabilizovanych neutralnich RNaz v davce 100ul,
zvétSeno 160x

Obr. 5.18. Tkari kosterniho svalu CD-1
imunodeficinetni nu/nu mysi 72 hodin po i.v.
aplikaci stabilizovanych neutralnich RNaz v davce
100ul, zvétseno 160x

Obr. 5.15. Tkan kosterniho svalu CD-1
imunodeficinetni nu/nu mysi 2 hodiny po i.v.
aplikaci stabilizovanych neutralnich RNaz v davce
100ul, zvétseno 160x

Obr. 5.17. Tkai kosterniho svalu CD-1
imunodeficinetni nu/nu mysi 24 hodin po i.v.
aplikaci stabilizovanych neutralnich RNaz v davce
100pl, zvétdeno 160x

Obr. 5.19. Tkai kosterniho svalu CD-1
imunodeficinetni nu/nu my3i 120 hodin po i.v.
aplikaci stabilizovanych neutralnich RNaz v davce
100ul, zvétdeno 160x
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Tkan kuze CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi

Obr. 5.20. Tkan kize CD-1 imunodeficinetni nu/nu
myS$i, kontrolni jedinec, zvétseno 160x

Obr. 5.22. Tkarn ktze CD-1 imunodeficinetni nu/nu
mysi 6 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutralnich RNaz v davce 100ul, zvétseno 160x

Obr. 5.24. Tkai kaze CD-1 imunodeficinetni nu/nu

my$i 72 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutralnich RNaz v davce 100pl, zvétseno 160x

Obr. 5.21. Tkan kGize CD-1 imunodeficinetni nu/nu
mysi 2 hodiny po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutralnich RNaz v davce 100pl, zvétseno 160x

Obr. 5.23. Tkan ktize CD-1 imunodeficinetni nu/nu
mysi 24 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutralnich RNéz v davce 100pl, zvétseno 160x

Obr. 5.25. Tkan kize CD-1 imunodeficinetni nu/nu
my3i 120 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutralnich RNaz v davce 100ul, zvétSeno 160x
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Tkan ledvin CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi

Obr. 5.26. Tkan ledvin CD-1 imunodeficinetni nu/nu Obr. 5.27. Tkan ledvin CD-1 imunodeficinetni nu/nu
myS$i, kontrolni jedinec, zvétieno 160x my3i 2 hodiny po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutralnich RNaz v davce 100ul, zvétseno 160x

Obr. 5.28. Tkan ledvin CD-1 imunodeficinetni nu/nu Obr. 5.29. Tkan ledvin CD-1 imunodeficinetni nu/nu
my$i 6 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych mys3i 24 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutrdlnich RNaz v davce 100pl, zvétseno 160x neutralnich RNz v davce 100ul, zvétseno 160x

Obr. 5.30. Tkar ledvin CD-1 imunodeficinetni nu/nu Obr. 5.31. Tkar ledvin CD-1 imunodeficinetni nu/nu
my$i 72 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych mysi 120 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutrdlnich RNaz v davce 100ul, zvétdeno 160x neutralnich RNaz v davce 100ul, zvétseno 160x
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Mozkova tkain CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi

Obr. 5.32. Mozkova tkait CD-1 imunodeficinetni
nu/nu mysi, kontrolni jedinec, zvétseno 160x

Obr. 5.34. Mozkova tkait CD-1 imunodeficinetni
nu/nu mysi 6 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutralnich RN4az v davce 100ul, zvétseno 160x

Obr. 5.36. Mozkova tkani CD-1 imunodeficinetni
nu/nu mys$i 72 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutralnich RNaz v davce 100ul, zvétseno 160x

Obr. 5.33. Mozkova tkafi CD-1 imunodeficinetni
nu/nu my3i 2 hodiny po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutralnich RNaz v davce 100ul, zvétdeno 160x

Obr. 5.35. Mozkova tkain CD-1 imunodeficinetni
nu/nu mysi 24 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutralnich RNaz v davce 100ul, zvétseno 160x

Obr. 5.37. Mozkova tkaii CD-1 imunodeficinetni
nu/nu mysi 120 hodin po i.v. aplikaci
stabilizovanych neutralnich RNaz v davce 100pl,
zvétSeno 160x
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Nadorova tkan CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi

Obr. 5.38. Nadorova tkait CD-1 imunodeficinetni Obr. 5.39. Nadorova tkain CD-1 imunodeficinetni
nu/nu mysi, kontrolni jedinec, zvétseno 160x nu/nu mysi 2 hodiny po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutralnich RNaz v davce 100ul, zvétseno 160x

Obr. 5.40. Nadorova tkart CD-1 imunodeficinetni Obr. 5.41. Nadorova tkait CD-1 imunodeficinetni
nu/nu my$i 6 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych nu/nu mysi 24 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutrdlnich RNaz v davce 100ul, zvétieno 160x neutralnich RNaz v davce 100ul, zvétseno 160x

Obr. 5.42. Nadorova tkain CD-1 imunodeficinetni

nu/nu mys$i 72 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych nu/nu mysi 120 hodin po i.v. aplikaci

neutrdlnich RNaz v davce 100pl, zvétseno 160x stabilizovanych neutralnich RN4az v davce 100ul,
zvétseno 160x

Obr. 5.43. Nadorova tkait CD-1 imunodeficinetni
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Plicni tkan CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi

Obr. 5.44. Plicni tkafi CD-1 imunodeficinetni nu/nu
mysi, kontrolni jedinec, zvétdeno 160x

Obr. 5.45. Plicni tkann CD-1 imunodeficinetni nu/nu
mysi 2 hodiny po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutralnich RNaz v davce 100ul, zvétseno 160x

Obr. 5.46. Plicni tkari CD-1 imunodeficinetni nu/nu
mysi 6 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutralnich RNaz v davce 100ul, zvétseno 160x

Obr. 5.48. Plicni tkart CD-1 imunodeficinetni nu/nu
my3i 72 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutrdlnich RNaz v davce 100ul, zvétseno 160x

Obr. 5.47. Plicni tkait CD-1 imunodeficinetni nu/nu
mysi 24 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutralnich RNaz v davce 100ul, zvétieno 160x

Obr. 5.49. Plicni tkan CD-1 imunodeficinetni nu/nu
myS$i 120 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutralnich RNaz v davce 100ul, zvétdeno 160x
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Tkan sleziny CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi

Obr. 5.50. Tkan sleziny CD-1 imunodeficinetni nu/nu
mysi, kontrolni jedinec, zvétdeno 160x

Obr. 5.52. Tkai sleziny CD-1 imunodeficinetni nu/nu
my$i 6 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutralnich RNaz v davce 100ul, zvétseno 160x

Obr. 5.54. Tkan sleziny CD-1 imunodeficinetni nu/nu
my$i 72 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutralnich RNaz v davce 100ul, zvétieno 160x

Obr. 5.51. Tkari sleziny CD-1 imunodeficinetni
nu/nu mysi 2 hodiny po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutralnich RNaz v davce 100ul, zvétseno 160x

Obr. 5.53. Tkan sleziny CD-1 imunodeficinetni
nu/nu mysi 24 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutralnich RNaz v davce 100ul, zvétseno 160x

Obr. 5.55. Tkan sleziny CD-1 imunodeficinetni
nu/nu mysi 120 hodin po i.v. aplikaci
stabilizovanych neutralnich RNaz v davce 100ul,
zvétseno 160x
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Srdeé¢ni tkan CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi

Obr. 5.56. Srde¢ni tkart CD-1 imunodeficinetni nu/nu Obr. 5.57. Srde¢ni tkat CD-1 imunodeficinetni

mysi, kontrolni jedinec, zvétdeno 160x nu/nu mysi 2 hodiny po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutralnich RNaz v davce 100pl, zvétseno 160x

Obr. 5.58. Srde¢ni tkait CD-1 imunodeficinetni nu/nu Obr. 5.59. Srde¢ni tkait CD-1 imunodeficinetni
my3i 6 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych nu/nu my3i 24 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutralnich RNaz v davce 100ul, zvétseno 160x neutralnich RN4az v davce 100ul, zvétseno 160x

Obr. 5.60. Srde¢ni tkait CD-1 imunodeficinetni nu/nu Obr. 5.61. Srde¢ni tkait CD-1 imunodeficinetni

mysi 72 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych nu/nu mysi 120 hodin po i.v. aplikaci

neutrdlnich RNaz v davce 100ul, zvétseno 160x stabilizovanych neutralnich RNéaz v davce 100pl.
zvétseno 160x
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Tkan tenkého stireva CD-1

imunodeficientni nu/nu mysi

Obr. 5.62. Tkai tenkého stieva CD-1
imunodeficinetni nu/nu my3i, kontrolni jedinec,
zvétSeno 160x

Obr. 5.64. Tkai tenkého stfeva CD-1
imunodeficinetni nu/nu mysi 6 hodin po i.v. aplikaci
stabilizovanych neutralnich RNaz v davce 100pul,
zvéteno 160x

Obr. 5.66. Tkai tenkého stfeva CD-1
imunodeficinetni nu/nu mysi 72 hodin po i.v. aplikaci
stabilizovanych neutralnich RNaz v davce 100ul,
zvétSeno 160x

Obr. 5.63. Tkai tenkého streva CD-1
imunodeficinetni nu/nu mysi 2 hodiny po i.v.
aplikaci stabilizovanych neutralnich RNaz v davce
100pl, zvétseno 160x

Obr. 5.65. Tkan tenkého streva CD-1
imunodeficinetni nu/nu mysi 24 hodin po i.v.
aplikaci stabilizovanych neutralnich RNaz v davce
100pul, zvétseno 160x

Obr. 5.67. Tkan tenkého streva CD-1
imunodeficinetni nu/nu mysi 120 hodin po i.v.
aplikaci stabilizovanych neutralnich RNaz v davce
100pl, zvétseno 160x



5. VYSLEDKY 65

Tkan tlustého stifeva CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi

Obr. 5.68. Tkan tlustého stieva CD-1 Obr. 5.69. Tkan tluste’ho stteva CD-1
imunodeficinetni nu/nu mysi, kontrolni jedinec, imunodeficinetni nu/nu mysi 2 hodiny po i.v.
zvétdeno 160x aplikaci stabilizovanych neutralnich RNaz v davce

100pl, zvétseno 160x

Obr. 5.70. Tkan tlustého stfeva CD-1 Obr. 5.71. Tkan tlustého stieva CD-1
imunodeficinetni nu/nu mysi 6 hodin po i.v. aplikaci imunodeficinetni nu/nu my3i 24 hodin po i.v.
stabilizovanych neutralnich RNaz v davce 100pl, aplikaci stabilizovanych neutralnich RNaz v davce
zvétdeno 160x 100ul, zvétseno 160x

Obr. 5.72. Tkan tlustého stteva CD-1 Obr. 5.73. Tkan tlustého stfeva CD-1
imunodeficinetni nu/nu mysi 72 hodin po i.v. aplikaci imunodeficinetni nu/nu mysi 120 hodin po i.v.
stabilizovanych neutralnich RNaz v davce 100ul, aplikaci stabilizovanych neutralnich RNaz v davce

zvétseno 160x 100ul, zvétseno 160x
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Tkan varlete CD-1 imunodeficientni nu/nu mysi

Obr. 5.74. Tkan varlete CD-1 imunodeficinetni nu/nu Obr. 5.75. Tkari varlete CD-1 imunodeficinetni
mys$i, kontrolni jedinec, zvétseno 160x nu/nu mysi 2 hodiny po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutralnich RNaz v davce 100ul, zvétseno 160x

Obr. 5.76. Tkar varlete CD-1 imunodeficinetni nu/nu Obr. 5.77. Tkan varlete CD-1 imunodeficinetni
mys3i 6 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych nu/nu mysi 24 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych
neutralnich RNaz v davce 100pl, zvétdeno 160x neutralnich RNaz v davce 100ul, zvétseno 160x

Obr. 5.78. Tkari varlete CD-1 imunodeficinetni nu/nu Obr. 5.79. Tkan varlete CD-1 imunodeficinetni

my3i 72 hodin po i.v. aplikaci stabilizovanych nu/nu my3i 120 hodin po i.v. aplikaci

neutralnich RNaz v davce 100ul, zvétseno 160x stabilizovanych neutralnich RNaz v davce 100pul,
zvétSeno 160x



6. DISKUSE 67

6. DISKUZE

Izolace neutrdlnich RN&z zrostlinného materidlu. stejné jako jejich purifikace. se
ukazala jako Casové naro¢na. Nejvét§im uskalim bylo nalezeni metodik. kterymi by bylo
mozné jednotlivé neutrdlni RNazy oddélit. RNazy pritomné v senescentnich listech psenice
Jjsou totiz, co se tyce jejich relativni molekulové hmotnosti. obdobné a pomoci standardnich
laboratornich metod obtizné separovatelné. 1zolaci pravdépodobné znesnadnila i piitomnost
proteindz, které v senescentnim rostlinném materialu prokazali napi. Qi a LanglLai (2003).
Proto byly v priib&éhu izolace k extraktu neutralnich RNaz ptidavany inhibitory proteinaz. |
piesto dochdzelo k c¢astecné degradaci izolovanych RNaz a k poklesu ribonukledazové
aktivity. Dal§im faktorem, ktery ztizil identifikaci jednotlivych neutralnich RNaz, byla
pfitomnost neidentifikovanych proteint, o kterych se na zakladé jejich relativni molekulové
hmotnosti domnivam, ze jsou izoenzymy izolovanych RNaz.

Pomoci SDS-PAGE v ptitomnosti  kvasnicné dsRNA  byla identifikovana
ribonukleazova aktivita pouze v pruzich s vy$si koncentraci enzymu, aktivita pripadnych
izoenzymi pozorovana nebyla. Divodem muze byt jak nizkd koncentrace izoenzymu, tak i
mala citlivost pouzité metody. Navzdory tomu ma tato metoda své uplatnéni. Jeji pouziti
umoziuje detekovat ribonukleazovou aktivitu pfimo v gelu a enzymu, tak rovnou ptiradit
relativni molekulovou hmotnost (Liao, 1995). I pfes vSechny vySe uvedené obtize byly
ze senescentnich listd pSenice (7riticum sp.) izolovany neutralni RNazy o relativni
molekulové hmotnosti 24, 28 a 34 kDa.

Jednou z prvnich studii, ktera se zabyvala izolaci neutralnich RNaz z psenice. byla
prace Blanka a McKeona (1991a). Autofi popsali 3 druhy RNaz z listii pSenice (Triticum
aestivum L.) s odliSnymi elektroforetickymi a katalytickymi vlastnostmi. Kyseld RNaza WL
a 2 skupiny neutralnich RNaz oznac¢ované jako WLg a WLc. Relativni molekulova hmotnost
kyselé RNazy WL byla stanovena na 20 kDa, neutralni RN4aza WL¢ byla charakterizovana
relativni molekulovou hmotnosti 27 kDa. Druha ze skupiny neutralnich RNaz, RNaza WL,
byla identifikovana jako skupina RNaz s hlavni zénou o velikosti 26 kDa a se dvéma
vedlej$imi zoénami s relativni molekulovou hmotnosti 24 a 28 kDa. Popsané RNazy jsou
pkitomny jak v normalnich listech psenice, tak i v listech senescetnich. V priib¢hu senescence
ovéem dochazi k zvyseni jejich hladiny, a to predev$im u skupiny neutrdlnich RNaz WLg.
Aktivita téchto enzymu vzrasta linedrné od 7 dne pied obdobim kveteni az po 20. den post
anthesis, kdy dochazi k intenzivnimu nardstu jejich aktivity (Blank a McKeon, 1991b).

Neutralni RNéza o velikosti 26 kDa byla popsana také Skvorem ef al. (2006). Podobnost
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relativni molekulové hmotnosti této WLN-RNazy s BS-RNazou, u které byla prokazana
protinddorova aktivita v fadé studii (napt. Matousek. 2001), vedla autory ke srovnani aktivity
BS-RNazy a nékterych jinych Zivo¢iSnych RNéz s touto psSeni¢nou neutralni RNazou.

Poznatky o zna¢né protinddorové  aktivit¢  WLN-RNazy  konjugované
s polyethylenglykolem jsem vyuzila pro studium celotélové distribuce a metabolizace mnou
izolovanych RNdz. Vazba mezi amino skupinami enzymu a molekulou polyethylenglykolu
totiz vytvari stabilni konjugat, ktery je relativné odolny vici hydrolytickému $tépeni (Harris
et al., 1997). Stabilizované preparaty jsou tak chranény pied enzymatickou degradaci. snizena
je také pravdépodobnost jejich rozpoznani v organismu a stim souvisejici prodlouzeni
polocasu zivota (Zalipsky. 1995). Polyethylenglykol, jako modifikator biologicky aktivnich
molekul s vybornymi fyzikalnimi, chemickymi i biologickymi vlastnostmi je pouzivan také
pro jeho strukturni jednoduchost a komeréni dostupnost (Zalipsky, 1995).

Pro studium celotélové distribuce a metabolizace stabilizovanych forem RNaz jsem
vmoji praci vyuzila PEG-fluoresceinovany preparat. Diky molekule fluorochromu
fluorescein-5-izothiokyanatu je mozné zviditelnit stabilizovanou RNazu ptimo v organismu a
pozorovat tak jeji distribuci a metabolizaci ptimo v téle. Na rozdil od zna¢eni pomoci izotopu
jde o metodu nendro¢nou, a to jak ¢asové, tinan¢né, tak i na potiebné laboratorni vybaveni.
Komplikaci pfi pozorovani PEG-fluoresceinovanych preparati v zivo¢isnych tkanich je jev
oznacovany jako autotluorescence.

Autofluorescence je vlastni fluorescencni schopnost bunék. ktera vychazi ztzv.
vnitinich  fluoroforti. Pritomnost téchto wvnitinich fluoroforti je viditelnda zejména
v extracelularni matrix, ktera sviti v porovnani s bunéénymi organelami mnohem vice, a to
diky pritomnosti kolagenu a elastinu (Monici, 2005). Rozdily v autofluorescenci jsou také
patrné mezi burikami a tkanémi v prabéhu fyziologickych a/nebo patologickych procesi. pri
kterych dochazi ke zménam v mnozstvi a distribuci vnitfnich fluoroforti (Monici, 2005).
Srovnani normalni a nadorové tkané je obtizné i z jiného divodu. V fadé studii bylo totiz
prokazano snizeni autofluorescence u nadorovych tkani (napt. Palmer er al., 2003).

Pouziti fluorescenéni mikroskopie pro ucely mé prace bych ohodnotila jako
dosta¢ujici. Klasicka fluorescenéni mikroskopie je metodou vysoce citlivou a neinvazivni.
Nevyhodou je ovsem ziskani obrazu, ktery obsahuje ¢ast svételného signdlu i z rovin, na které
neni zaostfeno. Pro piesnéjsi lokalizaci stabilizovanych forem RNaz v jednotlivych tkanich a
buiikach by byla proto vhodnéjsi konfokalni mikroskopie.

Jako modelovy organismus pro studium celotélové distribuce a metabolizace

stabilizovanych RNaz in vivo byla vybrana CD-1 imunodeficientni nu/nu mys. Tento
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organismus je vhodnym modelem pro vyuziti v experimentalni onkologii zejména pro jeho
athymii. Athymie, nebo-li chybéni brzliku, je doprovazena deficitem T-lymfocytd a tim
zpUsobenou ztratou schopnosti organismu rozeznat cizorodou tkan. Diky této vlastnosti
nedochazi k odhojeni transplantované tkané v takové mife. jako u jinych laboratornich
modeli. Naopak nevyhodou pii pouziti CD-1 imunodeficinetnich nu/nu my3i pii podavani
protinddorovych 1€kl je moznost. ze budou metabolizovany odlisnym zplisobem nez u lidi
(Pouckova a Pospisil. 1982). Nicméné v soucasné dobé je mozné rozdily v metabolismu
testovanych latek u ¢lovéka a mysSi rozeznat a na zakladé toho k nim pfistupovat. Praci s timto
modelovym organismem komplikuje také zna¢na naro¢nost chovu. Optimalni je chov ve
specidlnich boxech s konstantni teplotou okolo 30 °C a za aseptickych podminek.

Pro studium celotélové distribuce a metabolizace stabilizovanych forem RNaz bylo
vyuzito metody kryofezani. Priprava nativnich mikroskopickych preparatii ze zamrazenych
organii je vyhodna jak zc¢asovych dhvodl, tak diky citlivé manipulaci s hodnocenym
materialem.

Pri studiu byla pozorovana zna¢na rozdilnost v ptitomnosti stabilizovanych forem
RN&z v jednotlivych tkanich, rozdilna byla také schopnost autofluorescence. Nevhodnymi
tkanémi pro studium celotélové distribuce a metabolizace stabilizovanych forem RNaz byly
tkan kosterniho svalu a srdce. Mira autofluorescence téchto organi je natolik vysoka, ze neni
mozné v ptipravenych kryofezech mnozstvi PEG-fluoresceinovaného preparatu hodnotit.

Zvyseni intenzity fluorescence bylo zaznamenéno v tkani jater, kiaze, mozku, nadoru.
plic, sleziny, tenkého a tlustého steva a varlete jiz po 2 hodinach po i.v. aplikaci preparatu.
Tato pozorovani ukazuji na rychlé rozsifeni preparatu krevni cestou v celém
organismu.V tkani ledvin byl vrchol intenzity fluorescence pozorovan az v intervalu 6 hodin
po injikaci, coz je pravdépodobné zpusobeno opozdénym odbouravanim preparatu
stabilizovanych RNaz z krve. U tkani plic, tenkého stéeva a varlete intenzita fluorescence po
prvnim intervalu rychle poklesla, coz pravdépodobné souvisi s postupnym odbourdnim
preparatu z krve. U organl s bohatym krevnim zasobenim, jakymi jsou jatra a slezina. a také u
tlustého stieva doslo. k poklesu fluorescence postupné. Vysoka intenzita fluorescence byla ve
viech ¢asovych intervalech pozorovana také u tkang kiize, a to konkrétné v oblasti epidermis.
U mozkové tkané byla mirna fluorescence pozorovana od prvniho az do ¢tvrtého casové
intervalu. Na zakladé toho lze prokazat vstup stabilizovanych forem RNaz i do tkané mozku.
Ackoliv bylo intenzivni zvyseni fluorescence pozorovano u tkané nadoru pouze v intervalu 2
hodin od i.v. aplikace preparatu, mirné zvysenou fluorescenci lze pozorovat i v intervalech 72

a 120 hodin. Na zakladé téchto pozorovani lze prokazat vstup stabilizovanych forem RNaz do
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nadorové tkané, ovSem nelze fici, jak dlouho preparat v tkani pretrvava. Aby bylo mozné
prokdzat terapeutické ucinky stabilizovanych forem RNaz, musel by byt preparat aplikovan
vicekrat a v dostatecném mnozstvi. Cilem diplomové prace vsak bylo studium celotélové
distribuce a metabolizace stabilizovanych RNaz a pro tyto Gcely bylo aplikované mnozstvi
dostacuyjici.

Na zdklad¢ ziskanych dat byl pozorovan nartst intenzity fluorescence u obou télnich
tekutin jiz v prvnim ¢asovém intervalu. U mo¢i, na rozdil od krve. byl zaznamenan vrchol
intenzity jiz v prvnim ¢asovém intervalu. Moznym vysvétlenim je zvySeny metabolismus CD-
1 imunodeficientni nu/nu mysi v prvnim Casovém intervalu, coz by zpusobilo rychlejsi
odbourani preparatu oproti nasledujicim ¢asovym intervaliim. Pozorované zvyseni intenzity
fluorescence v poslednim sledovaném intervalu u obou télnich tekutin je pravdépodobné

zplisobeno retenci stabilizovanych forem RNaz v neékterych organech a nadoru.
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1. Izolace a purifikace neutralnich RNaz

Metodou chromatografie na iontoménic¢ich a gelové permeacni chromatogratie byly ze

senescentnich pSeni¢nych lista (7riticum sp.) izolovany neutrdlni RNazy o relativni

molekulové hmotnosti 24, 28 a 34 kDa.

2. Testovani aktivity neutralnich RNaz in vitro

Pomoci testu ribonukledzové aktivity a SDS-PAGE v pritomnosti kvasni¢né dsRNA byla

u nalezenych neutralnich RN4az prokézana ribonukleazové aktivita.

3. Studium celotélové distribuce a metabolizace stabilizovanych RNaz in vivo

a.

Pro stabilizaci a vizualizaci v zivo¢iSnych tkanich byly izolované neutralnich
RNazy konjugovany s PEG-fluoresceinovanym preparatem.

Celotélova distribuce a metabolizace stabilizovanych forem RNaz byla
studovana na CD-1 imunodeficientnich nu/nu mysich po jednordzové i.v.
aplikaci 100 pl konjugatu. Pro studium byly pouziti jedinci se subkutanné
transplantovanym lidskym prostatickym karcinomem (bunécna linie LNCaP)
a duktalnim pankreatickym adenokarcinomem (buné¢na linie PaTu 8902).
Mikroskopické preparaty byly pripraveny metodou kryotezani z hluboce
zamrazenych organti a nadort. Vzorky télnich tekutin byly po natedéni s PBS
v poméru 1:1. 1:3. 1:4, 1:9 a 1:19 hodnoceny fluorimetrii.

Zvyseni intenzity fluorescence bylo zaznamendano v tkani jater. kiize. mozku.
nadoru, plic. sleziny, tenkého a tlustého stieva a varlete jiz po 2 hodinach od
i.v. aplikace preparatu. U tkan¢ ledvin byl vrchol intenzity fluorescence
posunut do druhého ¢asového intervalu. U tkani plic. tenkého stieva a varlete
intenzita fluorescence po prvnim intervalu rychle poklesla. U organi
s bohatym krevnim zasobenim, jakymi jsou jatra a slezina, a také u tlustého
stfeva, doslo k poklesu fluorescence postupné. Vysoka intenzita fluorescence
byla ve vsech casovych intervalech pozorovana v oblasti epidermis kiize.
U mozkové tkané¢ byla mirna fluorescence pozorovdna od prvniho az do
Ctvrtého Casové intervalu. Vysoka intenzita fluorescence byla pozorovana
u nadorové tkané pouze v prvnim ¢asovém intervalu. mirnd fluorescence pak

v ¢ase 72 a 120 hodin po i.v. aplikaci konjugatu.
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Tkani nevhodnou pro studium celotélové distribuce a metabolizace
stabilizovanych forem RNéz byla z divodu vyrazné autofluorescence tkan
kosterniho svalu a srdce.

V télnich tekutinach byla zvySena fluorescence pozorovana jiz v prvnim
¢asovém intervalu. oproti mo¢i byl vrchol intenzity fluorescence krve posunut
o jeden interval. V casovych intervalech 24 a 72 hodin byl v obou télnich
tekutindch zaznamenan vyrazny pokles fluorescence V poslednim sledovaném
¢ase byla fluorescence oproti kontrolnimu jedinci opét zvysena.

Mé pozorovani podporuji predpoklad. Zze aplikovana davka RNazy
konjugované s polyethylenglykolem by mohla byt pouzita jako terapeuticka.

nebot preparat pretrvava v nadorové tkani po dostate¢né prodlouzenou dobu..
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