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Seznam zkratek:

Aeso...absorbance pii 650 nm
AhR...arylhydrokarbonovy (dioxinovy) receptor (z angl. arylhydrocarbone receptor)
AhR komplex...arylhydrokarbonovy receptorovy komplex (z angl. arylhydrocarbone receptor complex)
AR...androgenni receptor
AREs...Giseky DNA, na které naseda aktivovany androgenni receptor (z angl. androgen response elements)
ARNT protein...protein zodpovédny za pienos aktivovaného receptorového komplexu do jadra (z angl. AhR
receptor nuclear translocator)
cDNA... komplementarni DNA, DNA vznikajici reverzni transkripci mRNA
CFU...jednotka mnozstvi mikroorganismi uvadéna na jednotku objemu (z ang. colony-forming units), znaci
kolik se v daném prostiedi nachazi mikroorganisma schopnych vytvotit samostatnou kolonii pii
vyockovani na tuhou kultiva¢ni pidu
CRPG...chromogenni substrat (z angl. chlorophenol red-p-galactopyranosid)
DREs...useky DNA, na které naseda aktivovany dioxinovy receptor (z angl. dioxin response elements)
E2...17B-estradiol
EC50...koncentrace zptisobujici 50% efekt
ER...estrogenni receptor
EREs...useky DNA, na které¢ naseda aktivovany estrogenni receptor (z angl. estrogen response elements)
FI...nasobek indukce (z angl. fold induction)
GFP protein...zeleny fluoreskujici protein
GR...glukokortikoidni receptor
H1(3)...histon skupiny 1(3)
HEQ...hormonalni ekvivalent
HRES...obecné tiseky DNA, na které naseda receptor aktivovany vazbou se steroidnimi hormony (z angl.
hormone response elements)
HSP... stresové proteiny (proteiny teplotniho Soku, z angl. heat shock proteins)
l... inhibice ristu vyjadiena v %
1C50.. .koncentrace zptsobujici 50% inhibici
IR...indukéni pomér
ISO standard...norma standardizovana mezinarodni organizaci pro standardizaci (z angl. international standard
organization)
lacZ gen...gen kodujici B-galaktosidazu
LD50...toxikologické oznaceni pro mnozstvi substance, které je po podani urcité latky smrtelnou davkou pro
daného zivocicha v 50 % piipadt
luc...kvasinkovy kmen, ktery stabilné vytvati luciferazu a ktery se pouziva jako kontrola v bioluminisenénim
testu
MMS...metylmetansulfonat
OD...opticka hustota kvasinkové kultury
ONPG... chromogenni substrat, 2-nitrofenyl-p—D-galaktopyranosid
PAHs... polycyklické aromatické uhlovodiky (z angl. polycyclic aromatic hydrocarbons)
PDR5 gen...gen kédujici transportni protein typu ABC zodpovédny za rezistenci kvasinky k hydrofobnim
latkam (z ang. pleiotropic drug response)
PR...progesteronovy receptor
PREs...useky DNA, na které naseda aktivovany progesterogenni receptor (z ang. progesterone response
elements)
RAD54 gen...gen fidici opravu poskozené DNA (z ang. radiation repair)
REP... relativni efektivni potencial (z ang. relative effective potency)
RIE...relativni induktivni G¢innost (z ang. relative inductive efficiency)
RIP...relativni inhibi¢ni potencial (z ang. relative inhibition potency)
RLU... relativni luminiscenéni jednotky (z ang. relative luminiscence units)
R-mutant.. .kvasinka tvotici drsné kolonie, ktera ma zvyseny aerobni metabolismus
RNR2 gen...gen fidici opravu poskozené DNA (z ang. ribonucleoside-diphosphate reductase)
S9 frakce.. .jaterni homogenat obsahujici jaterni enzymy, je zodpovédny za metabolickou aktivaci
SHBG... protein vazajici pohlavni hormony (z ang. sex hormone binding globulin)
SNQ2 gen...gen kodujici transportni protein typu ABC zodpovédny za rezistenci kvasinky k 4-nitrochinolin-N-
oxidu
SOS Chromotest...bakterialni test genotoxicity provadény na Escherichia coli



TCDD...2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin

TEQ...toxicky ekvivalent

TR...thyroidni receptor

umucC test...bakterialni test genotoxicity provadény na Salmonella typhimurium

URAZ3 gen... gen kodujici orotidin-5-monofosfat dekarboxylazu - enzym ucastnici se syntézy uracilu

YORL1 gen...gen kodujici transportni protein typu ABC zodpovédny za rezistenci kvasinky k oligomycinu (z
ang. yeast oligomycine resistance)



Uvod a cil price

Kvasinky, zejména nejlépe prostudovany rod Saccharomyces, jsou okem neviditelné,
av8ak velmi uzite¢né eukaryotické organismy. Uz od starovéku se vyuziva jejich fermentacni
schopnost pti vyrobé alkoholickych napoji a pfi peceni. Jsou zdrojem fady vitamin a dalSich
dalezitych latek pro Iékarské ucely. V oblasti bunééného vyzkumu se diky dobie
prostudovanému genomu a snadné kultivaci pouzivaji jako modelové organismy pro studium
biologie Eukaryot. V oblasti ekotoxikologie kvasinkové in vitro testy patii do 2. generace
ekotoxikologickych testi, tzv. mikrobiotestl, jejichz pouziti nabizi alternativu ke standardnim
testim jiz zakotvenym v narodnich normach. Hlavni pfednosti kvasinek je jejich snadna
kultivace a schopnost rychlého rozmnozovani, s ¢imz souvisi levnost a rychlost provadénych
a ¢asov€é naro¢nym in Vvivo testim, ve kterych je pro statistické prokazani vysledku nutné
usmrtit velké pocty zviftat.

Cilem této bakalaiské prace bylo pojednat o kvasinkach jako modelovych organismech
pro ekotoxikologii: v prvni ¢asti pfedevs§im shrnout zakladni informace o biologii kvasinek,
pfedevsim kvasinky obecné charakterizovat a specifikovat vyhody a nevyhody kvasinek jako
modelového organismu, uvést postaveni v taxonomickém systému a informace o cytologii
a morfologii bunky, zptisobu rozmnozovani a Zivotnim cyklu.

V druhé casti bylo cilem zaméfit se na vyuZitelnost kvasinkovych modelti pro
ekotoxikologické studie a podat piehled testi, které se v oblasti ekotoxikologického vyzkumu
na kvasinkach provadéji.

V posledni, praktické ¢asti bylo tikolem autorky této bakalaiské prace provést kultivaci
kvasinek dle standardni opera¢ni procedury a predev§sim poprvé ekotoxikologicky
charakterizovat  kvasinkovy model transfekovany  glukokortikoidnim receptorem
V bioluminiscen¢im testu vyhodnocenim kiivky déavka-odpovéd® pro dvé referencni
slouceniny — dexamethason a hydrokortison. Uvedeny bioluminiscenéni test vychazi
z védecké prace P. Leskinen [35, 36, 37, 39].



1 Biologie kvasinek

1.1 Uvod

Kvasinky jsou pfevazné jednobunécné eukaryotické organismy, které se zatazuji do fiSe
Fungi a které jiz od nepaméti slouzi lidem pii riznych kvasnych vyrobach [1]. Fermentace
jako proces zkvasovani sacharid na CO> a etanol je spjat s lidskou civilizaci jiz od starovéku
a to v souvislosti s vyrobou napoji podobnych dnesnimu pivu a vinu, Kvasinky jako takové
vsak unikaly pozornosti az do 17. stoleti, kdy je svym prvnim mikroskopem poprvé pozoroval
Antony van Leeuwenhoek. Jejich hlavni uloha ve fermenta¢nim procesu byla definitivné
prokazana az o stoleti pozd¢ji francouzskym védcem, Luisem Pasteurem. Dnes se pocitaji
mezi vyznamné organismy (nejen) diky fermentaci, kterd se Siroce vyuziva pii vyrob€ piva,
vina, lihu, pekaiského drozdi nebo krmné biomasy a ktera inspirovala Theodora Schwanna
v 19. stoleti k pojmenovani kvasinek jako cukernych hub - ,,Zuckerpilz*- (latinsky
Saccharomyces). V medicing jsou kvasinky dulezitym zdrojem ergosterolu (provitaminu D),
vitamint skupiny B a dalsich latek (nicméné jsou ptivodcem i lidskych onemocnéni, které
patogenni kvasinky, napi. rod Candida, vyvolavaji pfedev§im u oslabeného organismu). Druh
Saccharomyces cerevisiae disponuje vlastnostmi, pro které se v oblasti vyzkumu stal
dalezitym modelovym organismem pro Eukaryota — vyuziva se skutecnosti, ze v kvasinkach
probiha fada zivotnich d&ji analogicky jako v sav€ich buiikach. Zndme u nich, jako viibec
u prvnich Eukaryot, celou genetickou informaci, se kterou muizeme pomérné snadno
manipulovat a vnaSet do ni cizi geny, napf. geny pro sav¢i receptory latek, jejichz tlohu
v bunice sledujeme. Mohou existovat v haploidnim stavu, coz usnadiiuje ptipravu mutantnich
kmeni. V genovém inZenyrstvi je hojné vyuzivan jejich 2 um plasmid jako zaklad pro
ptipravu kvasinkovych vektort. Vyhodné jsou kvasinky i proto, Ze jsou nenaroné na
kultivaci a rychle se mnozi. Testy provadéné na kvasinkach jsou oproti testim na savéich
bunkach levné, rychlé a nendro¢né na ptipravu.

Kvasinky vSak nejsou dokonalym prototypem savei buiky, coZ v testech predstavuje
urcita Gskali souvisejici s rozdilnym slozenim kultivacnich medii a s pfitomnosti kvasinkové
bunécné stény, které mohou ovliviiovat rychlost piijmu testovanych latek do bun¢k. Rozdily
mezi obéma typy bun€k panuji i v rychlosti, sjakou dokazi testovanou latku metabolizovat
a ve zpuisobu metabolismu obecné — nékteré metabolické reakce, stejné jako nékteré proteiny,

mohou u kvasinek chybét [2].



Kvasinky mohou byt méné citlivé na urcité latky nez sav¢i buniky a jindy naopak oproti

savéim bunkam vykazuji vyssi citlivost na cytotoxicitu.

1.2 Systematické zaiazeni

Kvasinky patii mezi mikroskopické pravé houby (lat. Fungi), v ramci této fiSe vSak
netvoii taxonomicky jednotnou skupinu. Zavisi na zpusobu pohlavniho rozmnozovani, do
které¢ skupiny hub je zatadime: pfevaznou ¢ast pohlavné se mnozicich, tzv. teleomorfnich
kvasinek najdeme v oddéleni Ascomycota a Vv primitivnich skupinach oddéleni
Basidiomycota, naproti tomu anamorfni, nepohlavné se mnozici kvasinky, u kterych pohlavni
rozmnozovani dosud nebylo objeveno, jsou prozatimné vycleiovany v ramci oddé€leni
Deuteromycota do pomocné tiidy Blastomycetes [3].

Kromé¢ kvasinek existuje jest¢ skupina tzv. kvasinkovitych mikroorganismi,
vyznacujicich se dimorfickym zivotnim cyklem, ve kterém vSak dominuje (stejné jako

u vSech ostatnich kvasinek) puceni jako ptevladajici zplisob rozmnozovani [1].

RiSe: Fungi
Oddéleni: Ascomycota
Pododdé¢leni: Taphrinomycotina
Ttida: Schizosaccharomycetes
Rad: Schizosaccharomycetales
Rod: Schizosaccharomyces
Ttida: Taphrinomycetes
Rad: Taphrinales
Rod: Taphrina
Pododdé¢leni: Saccharomycotina (syn. Hemiascomycotina)
Ttida: Saccharomycetes
Rad: Saccharomycetales (syn. Endomycetales)
Rod: Saccharomyces
Rod: Dipodascus
Rod: Endomyces
Rod: Saccharomycodes
Rod: Kluyveromyces
Rod: Trigonopsis



Rod: Kloeckera
Oddéleni: Basidiomycota
Ttida: Ustilaginomycetes
Rad: Malasseziales
Rod: Malassezia
Rad: Sporidiales
Rod: Leucosporidium
Pomocné oddéleni: Deuteromycota (syn. Fungi imperfecti)
Pomocna tiida: Blastomycetes
Rod: Candida

Rod: Trichosporon

Schéma 1: Systém vybranych druhti kvasinek [3]

1.3 Obecna charakteristika

Neni jednoduché kvasinky obecné charakterizovat kvili jiz zminéné taxonomické
roztiiSténosti a kvtli mnoha vyjimkdm z obecného schématu jako jsou napt. existujici druhy
zahrnované mezi kvasinky, které, navzdory svému jménu, zdroje energie a uhliku nekvasi, ale
oxiduji. Uvedena charakteristika se tedy nebude tykat striktné vSech kvasinek, ale pfevazné
vétsiny z nich.

Kvasinky jsou heterotrofni organismy s eukaryotickou stavbou jadra. Jadernou DNA
obsazenou v jadfe doprovazi stejné¢ jako u Eukaryot specifické proteiny typu histond. Jejich
struktura se v8ak u nékterych (H3) vyrazné lisi a pfitomnost nékterych (H1) zatim nebyla
uchovaly si mnoho genii a proteinti, které sdileji spolecné s vysSimi Eukaryoty, véetné
Clovéka [4].

Stejné jako dalsi eukaryotické bunky se brani stresovym podminkam jak
enzymatickymi (superoxiddismutaza, katalaza, glutationperoxidaza), tak neenzymatickymi
(glutation) antioxida¢nimi obrannymi systémy, které také reaguji na vznikajici kyslikové
radikaly jako je superoxidovy, hydrogenperoxidovy a hydroxylovy anion poskozujici lipidy,
DNA a proteiny. Pfi pfechodném vystaveni Vysokym teplotam syntetizuji HSP proteiny
(stresové proteiny neboli proteiny teplotniho Soku, z angl. heat shock proteins) a specificky

akumuluyji trehalozu [5].



Narozdil od jinych Eukaryot u nich nebyla prokazana skupinové translokace — proces,
pti kterém se prenasend latka soucasné chemicky modifikuje [1], ani pfitomnost aromatasy —
enzymu, ktery katalyzuje pfeménu testosteronu na estrogen [6].

Mitéza na rozdil od vysSich Eukaryot probiha uzaviené stejné jako u ostatnich hub, tzn.
ze jaderny obal zlstava po celou dobu zachovan a nedochazi k jeho rozpousténi a nasledné
obnové¢ v dcefinych bunkach [3].

Od zivocisnych Eukaryot se odliSuji pfitomnosti bunééné stény a vakuol, které vSak
zastavaji funkci zivocisnych lysozomii.

Vyskyt chitinu jakozto dominantni slozky bunécné stény je, narozdil od ostatnich hub
a vlaknitych druht kvasinek, soustiedén pouze do oblasti jizev po puceni a nahrazen
polysacharidem mannanem a B-(1,3)(1,6)-glukany. Hyfova vlakna, typicka pro houby tvofici
podhoubi (mycelium), jsou ve vétsin¢ piipadt redukovana na jednobunéénou stélku [3].
Neptiznivé podminky kvasinky pfeckavaji v podob& tzv. chlamydospor, které jsou
srovnatelné s bakterialnimi sporami. Jako zasobni latka vystupuje, stejné jako u Zivocichd,

glykogen.

1.4 Cytologie kvasinek

V prostoru kvasinkové buiiky, obklopené cytoplazmatickou membranou a bunécnou
sténou, je cytoplazma, ve které se nachazi jednotlivé, membranami oddélené kompartmenty,
z nichZ nejdilezitgjsi jsou (kromé endoplazmatického retikula a Golgiho aparatu) jadro,

mitochondrie a vakuola (obr. 1). Pohybové organy typu bi¢ikd u nich chybi.

Obr. 1: Schéma priiezu bunkou kvasinek. 1 - bunééna sténa, 2 - jizva zrodu, 3 — cytoplazmaticka
membrana, 4 - jadro, 5 - jaderna membrana, 6 - vakuola, 7 - endoplazmatické retikulum, 8 -

mitochondrie, 9 - glykogen, 10 - polymetafosfat (volutin), 11 - lipidy, 12 - Golgiho aparat [7].
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Ridici centrum buiiky piedstavuje jadro eukaryotické stavby. Je obaleno dvojitou
membranou a obsahuje jadernou DNA, jadérko jako zdroj ribonukleotidii pro rRNA a polové
télisko vieténka, ze kterého vychazi vldkna mikrotubulti a které hraje dalezitou roli pii déleni
jadra béhem rozmnozovani. Jadernou DNA tvofi u nejprostudovanéjsiho rodu Saccharomyces
16 linearnich chromozomi (v haploidnim stavu) a 2 um plasmid s kruhovou stavbou, ktery
muze byt vbuiice i 100x nakopirovan. Jaderné chromozomy jsou velmi malé a malo
kondenzované, coz ztézuje jejich barveni pro mikroskopické pozorovani [1, 7].

Dychani a vyroba energie je u kvasinek zajistovana mitochondriemi. Tyto strukturalni
utvary se zna¢né lisi co do velikosti a tvaru i vV ramci jedné buiiky, vSechny v8ak obklopuje
dvojitda membrana, jejiz vnitini ¢ast je lalo¢naté zprohybana smérem do stfedu v Kristy.
Mitochondrie jako semiautonomni organela je vybavena vlastni DNA a proteosyntetickym
aparatem pro vyrobu proteint, ktery vSak svym mechanismem pfipomina spiSe prokaryotni
syntézu bilkovin u bakterii. Pocet a tvar mitochondrii udavaji kultivaéni podminky (mimo jiné
1 fyziologicky stav a riistova faze, ve které se bunka nachazi): za aerobnich podminek na
nezkvasitelnych substratech buiky predevsim ziskavaji energii oxidaci, coz se odrazi i na
velkém poctu bohaté vyvinutych mitochondrii, kterych mize byt az 20 v jedné bunce; za
nepfistupu vzduchu a na substratech s glukézou se vlivem prevladajici fermentace
mitochondrie zmens$uji a snizuje se jejich pocet [1, 7].

Zajimavosti je bezpochyby fakt, ze narozdil od zivocisnych bun¢k kvasinka pteziva
I s nefunkénimi mitochondriemi, které jsou prosty DNA a Ze mitochondrie jsou schopny fuze
a déleni, coZ se projevuje pii procesu sporulace [1].

Vakuoly kvasinek jsou metabolicky aktivni kulovité utvary, které od bunétné
cytoplazmy oddéluje jednovrstevny tonoplast. Funguji podobné jako zivocisné lysozomy —
mRNA nebo nékteré enzymy. Jsou rezervoarem K*, Ca®*, aminokyselin, purinti, polyfosfitu
ve formé granul volutinu apod. Pfesunem H* pifes membranu tonoplastu do vakuoly udrzuji
konstantni pH v cytoplazmé. Pocet vakuol souvisi s fazi rstu a se stafim buiky: v mladych
mnozicich se bunkach pfevlada vétsi pocet menSich vakuol, naopak u zralych klidovych
bunék ve stacionarni fazi se pocet vakuol redukuje na jednu velkou [1, 7].

Bunécéna sténa kvasinek (obr. 2), ktera je narozdil od cytoplazmatické membrany
propustnd pro vétSinu sloucenin, slouzi k ochrané pfed mechanickymi vlivy a osmotickym
Sokem a udrzuje tvar buniky. U nejlépe prostudovaného rodu Saccharomyces ji tvofi zejména
polysacharidy a proteiny, minoritné¢ doplnéné o lipidy a fosforecnany, které se esterickymi

vazbami vazou na polysacharidy a ude€luji tak bunééné sténé celkovy zaporny naboj [7].
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Struktura bunéc¢né stény

mananprotein

B-glukan
p-glukan + chitin

- mannoprotein

cytoplazmaticka
membrana

Obr. 2: Struktura bun&éné stény kvasinek (upraveno

[internet:http://www.sigmaaldrich.com/Area_of Interest/Biochemicals/Enzyme_Explorer/Key

Resources/Lysing_Enzymes.html])

Vnitini a stfedni vrstvu bunééné stény vypliuji polymery glukézy — fibrilarni -1,3-
glukan a amorfni B-1,6-glukan, které zodpovidaji za udrzovani tvaru. Antigenni vlastnosti
kvasinek urcuji glykosylované proteiny — mannanproteiny, které obsazuji vné&jSi vrstvu
bunécné stény, ale zasahuji i do stiedni vrstvy, kde se spojuji s glukany. Pfedev§im v oblasti
jizev po puceni je zastoupen polymer N-acetylglukosamin (chitin) [1].

Cytoplazmaticka membrana (plazmalema) kvasinek se strukturou a slozenim nelisi od
klasické cytoplazmatické membrany vyssich Eukaryot. Je to 7,5 — 8 nm tlusta vrstva slozena
z fosfolipidi a proteind. Vytvaii cetné vychlipeniny vybihajici do cytoplazmy. Je volné
propustnd pouze pro malé molekuly bez ndboje. Tvoii osmotické rozhrani mezi bunkou
a vné€j$im prostfedim. Je sidlem transportnich mechanismi umoziujicich piijem latek bunikou

a transport latek z bunky do prostiedi [7].

1.5 Morfologie kvasinek

To, jak bude buiika kvasinky vypadat, je do znacné miry zavislé na charakteru vnéjSich
podminek (slozeni kultivatniho media, hodnoté pH, koncentraci dulezitych latek,
povrchovém napéti, redoxnim potencialu apod.) a na zplisobu nepohlavniho rozmnoZovani.
Od zakladniho tvaru reprezentovaného rota¢nim elipsoidem se odvozuji vlivem zménénych
vnéjSich podminek tvary kulovité, které indukuje dlouhodobé;si kultivace na stejném mediu
nebo kultivace na mediu s pievladajicim obsahem mineralnich latek, ¢i zvysenou hodnotou
povrchového napéti. Naopak pfi kultivaci za dostatku kysliku, ale na Zivinami chudém mediu,
¢1 za nizkého povrchového napéti, se buiiky protahuji, n€kdy az do extrémnich, vldknitych
forem. Tyto protahlé az vlaknité formy bunék jsou pak zakladem specialnich struktur jako je

pravé mycelium oddélené piehradkami a tzv. pseudomycelium, u kterych nedochazi
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k oddélovani nove vzniklych protahlych bun¢k od matetskych, které tak zistavaji pohromadé
ve snaze proniknout K zivinam z vyéerpaného stiedu kolonie smérem k periferii [8].

Tvorba pseudo- i pravého mycelia je typicka pro druhy se silnym aerobnim
metabolismem a vyskytuje se i u R-mutant (rough - drsny), tzn. kvasinek tvoticich drsné
kolonie, které maji zvySeny aerobni metabolismus. Netradi¢ni druhy, co se tvaru bunék tyce,
reprezentuje rod Kloeckera (obr. 4) citronovité¢ho, rod Trigonopsis trojuhelnikovitého ¢i rod

Schizosaccharomyces (obr. 3) ovalného tvaru bunék [7].

Obr. 4: Zastupce rodu Kloeckera

Charakter okolnich podminek ovliviiuje i dimorfismus kvasinkovitych organismi, tzn.

zda bude pievladat vlaknita nebo kvasinkovita forma vegetativnich bun¢k [8].

1.6 RozmnoZovani
Kvasinky se rozmnozuji pohlavné i nepohlavné, opét v zavislosti na kultivacnich

podminkach.
1.6.1 Nepohlavni rozmnozovani

Za vhodnych kultivaénich podminek, s dostatkem zkvasitelnych cukrt v médiu,

ptrevlada nepohlavni rozmnozovani v podobé pudeni a prostého déleni (obr. 5).
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V prvnim piipad¢€ se v matefské bunice syntetizuji kopie vsech diilezitych organt pro
noveé vznikajici pupen, ktery je s matetskou buiikou spojen krckem. Kréek se postupné
uzavird formujici se cytoplazmatickou membranou a bunéénou sténou.

Pupeny nevznikaji nahodile - existuji pravidla, podle kterych délime kvasinky do
3 skupin: monopolarné¢ pucici kvasinky zastupuje pouze rod Malassezia, ktery své pupeny
soustfed'uje do jednoho mista na pdlu bunky; bipolarn€ pucici kvasinky, jak uz nazev
napovida, puci stiidavé na obou polech buiiky; posledni skupina tzv. multipolarné pucicich
kvasinek nevyhrazuje pupeniim konkrétni misto, pupen mize vznikat po povrchu celé buiiky,
ale nikdy ne dvakrat na stejném miste. Pocet generaci pupenti je tak prostorové omezen [1].

Zvlastni typy pupend v podobé kratkych bunék elipsoidniho tvaru — blastospor -
nachazime i u vlaknitych kvasinek.

V ptipadé prostého déleni figuruje postupné se protahujici matefska buika, kterd je
vV urcitém misté prepazena cytoplazmatickou membranou. Ta se prstencovit¢ vchlipuje
smérem do stiedu bunky a dava vznik bunice dcefiné, kterd vSak zlstdva spojena s buitkou
matefskou. Podobné rozmnozovaci techniky vyuziva i rod Schizosaccharomyces, kde vsak
cytoplazmatickd membrana separuje ob¢ buniky uplné.

Ptechodnym typem nepohlavniho rozmnozovani mezi pucenim a prostym délenim,
typickym pro rod Saccharomycodes, je tzv. puceni na Siroké zakladné, kdy je pupen spojen
s matetskou bunikou prostiednictvim Sirokého krc¢ku a po dosazeni zadané velikosti je pupen
oddélen piepazkou [7].

Vzacné, predevsim u vlaknitych kvasinek, dochazi k rozpadu vladkna thalickym (neboli

artrickym) zptisobem za vzniku jednotlivych konidii — artrospor [3].

) | 4 1
2 um um

Obr.5: Pucici blastospory a délici se artrospory [9]
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1.6.2 Pohlavni rozmnoZovdani

Pohlavni rozmnozovani - spajeni neboli konjugace - nastava za méné¢ vhodnych
podminek a miizeme ho navodit uméle, kultivaci na mediu, které¢ postrada zkvasitelné cukry.
V takovych podminkach diploidni kultura davéd ptednost sporulaci za vzniku haploidnich
rozmnozovacich utvari tvoficich se endogenné ve viecku (viz. Ascomycetové kvasinky) nebo
exogenné z bazidii ¢i promycelu (viz. Bazidiomycetové kvasinky). Pokud se spolu spojuji
buniky o piiblizn¢ stejné velikosti, mluvime o spajeni izogamnim. Naproti tomu heterogamni
spajeni se tykd bunck nestejné velikosti, napt. mateiské bunky a jejiho pupene. Dale
rozliSujeme kvasinkové kmeny homothalickych bunék, které jsou schopné spajet se
s vlastnimi pupeny. U kment heterothalickych je konjugace mozné jen mezi druhy pohlavné
rozliSenymi, tzn. mezi opaénymi parovacimi typy nejéastéji oznaovanymi zkratkami
aa A. Tyto kmeny spolu komunikuji prostfednictvim kvasinkovych feromont - specifickych
peptidi, které u bunék s opaénym parovacim typem zastavuji bunéény cyklus v Gl fazi
a zmékcuji bunéfnou sténu pro snadngj$i aglutinaci bunék nutnou pro nasledné spajeni
(konjugaci) [7].

Askomycetové kvasinky (obr. 6) patii mezi tzv. holozygotni druhy, rozmnozujici se
kopulaci opaénych pérovacich typi a a A haploidnich bun¢k za vzniku diploidni zygoty, ze
které bezprostfedné vzniké tzv. viecko (ascus). Ve viecku probihd proces meiozy a nasledné
mitodzy za vysledné tvorby 8 haploidnich askospor jako budouci generace novych haploidnich

bunék, kterymi se cely cyklus uzavira [3].

kg

Obr. 6: Zivotni cyklus kvasinky pivni (Saccharomyces cerevisiae) [10]
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Spajeni haploidnich bun¢k opacnych parovacich typ u bazidiomycetovych kvasinek
(obr. 7) probiha za vzniku tzv. dikaryotického mycelia, tzn. mycelia, ve kterém se spojily
cytoplazmy bunék (plazmogamie), ale jest¢ ne samotnd jadra. Obé jadra se mitoticky déli
a jedno z nich vnika do ptezky. Prezka je vybézek vychlipujici se z hyfy proti sméru jejiho
rustu a dopravuje jadro do budouci, tzv. subtermindalni buiiky, kde toto jadro nahradi ve funkci
jedno ze dvou pritomnych. Cely proces je dopliiovan souc¢asnou tvorbou bunécnych prepazek
tak, aby se ve vysledku mohla spajet ve dvou vzniklych bunkéch (termindalni a subterminalni)
dvé geneticky odlisné jadra. Buiiky se nasledné¢ méni bud’ do podoby tlustosténné teliospory
nebo protahlé bazidie. V obou utvarech dochazi ke splyvani (karyogamii) jader za vzniku
diploidniho utvaru. Teliospora se vyviji v promycelium, v némz probiha meioticka tvorba
4 haploidnich exogenné vznikajicich sporidii. Bazidie jako misto karyogamie i meidzy oproti
tomu kli¢i ve 4 stopecky (sterigmata), kterymi se zrala haploidni bazidiospora sté¢huje
z bazidie smérem na vrchol [3].

Bazidiospory mohou byt rozsifovany pasivné, u nékterych kvasinek jsou vsak aktivné
vymr§tovany zvlastnim kapalinovym mechanismem a nazyvaji se piiznacné balistospory

[1, 7].
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Obr. 7: Zivotni cyklus u rodu Leucosporidium [7]
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1.7 Zivotni (bunéény) cyklus

Zivotni (bundény) cyklus obecné je cyklus definovany jako obdobi od konce jednoho
déleni po ukonceni dé€leni nésledujiciho. Délka bunééného cyklu kvasinek se hodné lisi
Vv zavislosti na riznych faktorech, jako je pouzity testovaci kmen, ristové médium a teplota,
za které rozmnozovani probiha. Za béznych podminek se uvadi, Ze laboratorni haploidni
kmeny kvasinek inkubované v kompletnim YPD (1% kvasinkovy extrakt, 2% pepton, a 2%
glukoza) médiu se rozdeli priblizné za 90 minut, v minimalnim médiu béhem exponencialni
faze ristu za ptiblizné 120 minut pii optimalni teplote, kterd dosahuje 30° C [11].

U kvasinek jsou zastoupeny vsechny 3 mozné varianty, které mohou u zivotniho cyklu
nastat: vedle pievladajici haploidni nebo diploidni faze se objevuje i rodozména (obr. 8)
Schizosaccharomyces octosporus je typickym piikladem haplobionta vegetujiciho prevazné
V haploidnim stadiu, u kterého je diploidni stadium omezeno pouze na zygotu vznikajici
splyvanim jader dvou haploidnich bun€k. Zygota se bezprostiedn¢ méni ve viecko
s 4 haploidnimi askosporami vzniklymi redukénim délenim. Uplné jina situace nastiva
u druhu Saccharomycodes ludwigii, zastupce s ptevazujicim diploidnim stadiem v Zivotnim
cyklu, kde je haploidni stadium redukovano pouze na 4 askospory ve viecku, které zde vSak
bezprostiedn¢ konjuguji za vzniku 2 diploidnich bunék, jejichz osud dale pokracuje
nepohlavnim mnoZzenim za vzniku diploidnich blastospor ménicich se prostfednictvim meiozy
opét ve viecka se 4 askosporami. Posledni ptipad rodozmény, charakteristicky pro rod
Saccharomyces cerevisiae, miizeme snadno fidit v laboratornich podminkach prostfednictvim
vhodného media. Kultivaci na bohatém Zivném mediu navozujeme konjugaci haploidnich
bunék s opaénym parovacim typem za vzniku diploidni kultury, kterd dd v neménicich se
podminkach pfednost vegetativnimu mnoZzeni. Vegetativni mnozeni probiha pouze tak
dlouho, dokud neni kultura pfenesena na Zivinami chudé medium, které v diploidnich

bunikach vyvola sporulaci a meiozu za vzniku viecka se 4 askosporami [3].
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Obr. 8: Zivotni cykly riiznych kvasinek. A — Schizosaccharomyces octosporus, piiklad haplobionta: 1
— somatickd burika, 2 — déleni bunék, 3 — dcefiné buniky, 4 — pocatek kopulace dvou bunék, 5 —
plazmogamie, 6 — karyogamie, 7 — meidza, vznik mladého viecka se ¢tyfmi jadry, 8 — stadium
s osmi askosporami, 9 — zralé viecko s askosporami, 10 - askospory; B — Saccharomycodes
ludwigii, piiklad diplobionta: 1 — diploidni blastospora pifed midzou, 2 — viecko se Ctyfmi
sporami, 3 — plazmogamie mezi askosporami ve viecku, 4 — karyogamie, 5 — puceni se Sirokou
bazi; C — Saccharomyces cerevisiae, piiklad haplo-diplobionta: 1 — askospory, 2 — puceni
S izkou bazi, 3 — pucenim vzniklé nové haploidni buriky, 4 — kopulace, 5 — plazmogamie, 6 —
karyogamie, 7 — puceni, 8 — diploidni somatické bunky, 9 — mladé viecko po meidze, 10 —

zralé viecko se ¢tyfmi askosporami [3]

18



2 Biotesty zaloZené na kvasinkovych modelech

Kvasinky jsou eukaryotické organismy, které se v buné¢né biologii uplatiuji jako
modelové organismy pro studium celé fady procesti, mimo jiné pro studium starnuti bunék.
Kvasinky se dale v bunééné biologii vyuzivaji v oblasti analyzy transkriptomu metodou
microarray. Jejich hlavni oblast vyuziti v ekotoxikologii zahrnuje testy stanovujici
genotoxicitu testovanych latek a specifické mechanismy toxicity zavislé na aktivaci
nuklearnich receptord. V téchto typech testd je nutné paralelni stanoveni cytotoxicity
nejcastéji méfenim absorbance kultury ¢i méfenim bioluminiscence pro odhaleni falesné
negativnich ¢i falesné pozitivnich vysledkl. V ramci testli genotoxicity kvasinkové testy
predstavuji alternativu k testiim, ve kterych se obdobnym zpisobem pracuje s bakteriemi,
Vv pfipadé stanovovani specifickych mechanismii toxicity zprostfedkovanych aktivaci
nuklearnich receptort zase k testim pracujicim se savcimi bunéénymi liniemi.

K testim se pouzivaji kvasinkové kmeny, které jsou geneticky modifikovany tak, aby
Vv testech vykazovaly co nejvétsi citlivost na specifické puisobeni testovanych latek. Kvasinky
jsou transfekovany reportérovymi geny jako biomarkery toxicity ¢i geny pro nuklearni
receptory lidskych hormont pro specifické testy toxicity zavislé na aktivaci nuklearnich
receptord. Jednotlivé typy testli se liS§i ve zmiflovanych transfekcich kvasinkovych modeld,
vSechny vSak pracuji stejnym zplsobem - po pilisobeni testovanych latek ziskdvame
biologickou ¢i biochemickou odpovéd’ zprostiedkovanou aktivaci reportérového genu, kterou
méfime a ze které usuzujeme na zavaznost daného problému.

Kvasinkové in vitro testy slouzi jako pfedstupenn pro vybér rizikovych slouéenin, jejichz

Skodlivy u¢inek by mél byt dale zkouman v in vivo testech [12, 13].

2.1 Kvasinkové modely

Pfevazna vétSina kvasinkovych modelt pouzivanych pro ekotoxikologické testovani
nalezi do rodu Saccharomyces, i kdyZ je tento rod rozmnozujici se pucenim evolu¢né velmi
vzdaleny od savcu. Oproti tomu rody kvasinek, které se mnozi prostym délenim, jsou savéim
bunikdm mnohem blizZsi, at’ uZ bunéénym cyklem, transkripci nebo strukturou chromozomd.
Z tohoto diivodu nékteré studie pracuji s rodem Schizosaccharomyces pombe jako testovacim

kvasinkovym organismem [4].
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2.2 Testy toxicity
Toxické latky negativné ovliviiuji organismy, at’ uz pfimym posSkozenim dulezitych
makromolekul (DNA, enzymi, membranovych fosfolipidit) ¢i neptimo - vazbou na receptory
a pozménénim genové exprese ve prospéch aktivace jadernych a mitochondrialnich gent,
které koduji detoxifikacni a reparacni enzymy ¢i jiné dulezité proteiny.
Testy hodnotici stupen toxicity jsou v zasad¢ dvojiho druhu:
e testy akutni toxicity
Zkoumaji okamzity jednorazovy Gcinek testované latky na organismus. V téchto testech je
testovaci organismus vystaven pusobeni testované latky pouze na cast svého Zzivotniho
cyklu.
e testy chronické toxicity
Resi otazku dlouhodobého vystaveni organismi nizkym davkam polutantd pfitomnym
Vv prostiedi a snazi se tak simulovat redlné podminky. Testy probihaji po vétSinu zivota

testovaciho organismu nebo alespon postihuji jeho dominantni ¢ast.

Z vyse uvedené definice, na zakladé které se testy toxicity déli, az udavané délky
zivotniho cyklu tedy vyplyva zavér, ze provadéné testy na kvasinkach jsou chronické
(pfinejmensim pro délici se matefské bunky), jelikoz i nejkratsi 2-hod. expozice zahrnuje
dominantni ¢ast zivotniho cyklu.

Vizualni projev toxicity latek pro kvasinky mohou pfedstavovat tzv. petite kolonie, coz
jsou drobné kolonie kvasinek, které ztratily schopnost respirace v disledku poSkozeni
mitochondrialni DNA a rostou proto pouze na mediu obsahujicim zkvasitelné cukry [14].
Tyto drobné a pomalu rostouci kolonie s malou cetnosti vznikaji potad, jejich vyskyt se vSak

rapidné zvySuje po pusobeni toxickych latek.

2.3 Pitehled testi

2.3.1 Testy cytotoxicity
Testy cytotoxicity se paralelné provadéji jak v testech genotoxicity [15, 17, 18], tak i ve
specifickych testech toxicity zavislé na aktivaci nuklearnich receptort [35, 36], kde kontrolni
kmeny kvasinek slouzi k ur¢eni hodnot LOEC (nejnizsi koncentrace, pti které jsme jeste
schopni pozorovat n¢jaky ucinek, z angl. lowest observable effect concentration) ¢i IC50 (tzn.

hodnota koncentrace, kterd zpisobuje 50% inhibici ristu ve srovnani s kontrolni kulturou) pro
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ruzné testované slouceniny a k odhaleni cytotoxickych ucinki testovanych latek na bunku,
které by mohly ovlivnit, pfipadné zkreslit vysledek specifického ucinku.

Testy hodnoti celkové procento inhibice rustu v kmeni inkubovaném s testovanou
latkou (ve srovnani s kontrolnim kmenem, ktery byl inkubovan bez toxické latky)
z rustovych kiivek sestrojenych pro jednotlivé koncentrace testovanych latek. Rist kultury se
stanovi urCenim optické hustoty kultury zméfenim absorbance pii 600 nm ¢i zméfenim
bioluminiscence v tzv. bioluminiscenénim testu. V tomto testu se jako kontrolni kmeny
pouzivaji kvasinky (ozna¢ené jako luc), které neobsahuji nuklearni receptor a které stabilné
vytvaii luciferazu, jejiz mnozstvi detekujeme jako bioluminiscencni signal [35, 36, 37].
Cytotoxicita latky se projevuje snizenim bioluminiscen¢niho signalu kultury ve srovnani
s maximalnim bioluminiscenénim signalem kontrolni neexponované kultury kvasinek.
V zavislosti na mife cytotoxicity testovanych latek je tedy inhibovany bioluminiscenéni signal
tim vys$i, ¢im je latka cytotoxictéjsi [35, 36, 37]. Na cytotoxicitu se testuji nejvyssi
piipravené koncentrace latky, které jsou kvasinky v testu exponovany a také rozpoustédlo,
které bylo pro ptipravu koncentracnich roztokl pouZito.

Doba piisobeni testované latky je odvisla od typu testu, pro ktery se cytotoxicita hodnoti
a je vzdy stejné dlouha jako v paralelné provadéném testu. Celkové procento inhibice rustu |

se vypocita z nasledujiciho vzorce:

|:ﬁ*100'
G

Cc

kde | je procento inhibice rastu, Gc vyjadiuje aritmeticky pramér optické hustoty kontroly pii
absorbanci 600 nm (ODeoo) na konci inkubaéni doby (upravené na pocateéni bunécnou
hustotu) a Gt je aritmeticky pramér ODegoo testované kultury na konci inkubaéni doby
(upravené na pocatecni bunéénou hustotu) [12, 15].

Vysledky se prezentuji v hodnotaich LOEC, pod kterymi jsou pak méteny specifické
ucinky, a v hodnotach IC50 ¢i EC50 [15].

Vysledky tady studii naznacuji, Ze testy inhibice ristu provadéné s S. cerevisiae jsou
ucinné pro detekci chronické toxicity chemickych latek pfitomnych ve vodnim prostiedi
ajsou srovnatelné s testy pouzivajicimi vodni jednobunécné organismy: bakterie, fasy, ¢i

kmen fasnatych prvoku (Ciliophora) [12].
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2.3.2 Testy genotoxicity

Genotoxicita je schopnost latek poskodit genetickou informaci, at’ uz modifikaci,
vazbou, ¢i rozstipnutim DNA fetézcli, nebo inhibici enzymi zacllenénych do procesu
transkripce, s doprovodnym mutagennim ¢i karcinogennim t¢inkem.

Genotoxicitu vyvolavaji strukturné rtiznorodé hydrofobni latky, které maji schopnost
pronikat bunéénymi membranami a akumulovat se v organismech.

Rod Saccharomyces se skodlivym ucinktim téchto latek brani zapinanim specialnich
genu kodujicich membranové a vnitrobunééné proteiny (tzv. transportni proteiny typu ABC),
které tyto latky enzymaticky degraduji nebo metabolicky inaktivuji, méni cilova mista jejich
pusobeni a aktivné tyto latky exportuji pies cytoplazmatickou membranu do vnéjSiho
prostiedi [15].

Kvasinkové kmeny se proto pro veétsi senzitivitu testl upravuji ndsledujicimi
transfekcemi:

1. vymazani PDRS5 ( pleiotropic drug response), SNQ2 (sensitivity to 4-nitroquinoline-
N-oxide) a YOR1 (yeast oligomycine resistance) geni zodpovédnych za rezistenci
bun¢k k hydrofobnim latkdm

2. vlozeni reportérového genu pro GFP protein jako biomarkeru genotoxicity do
promotoru gend, Fidicich opravu poskozené DNA, RADS54 (radiation repair) nebo
RNR2 (ribonucleoside-diphosphate reductase), z nichz druhy jmenovany prokazal
vetsi citlivost v testu s MMS (latky pravideln€ pouzivané jako referen¢ni slouceniny
pro ohodnoceni potencialu testované slouceniny vyvolat mutaci a poSkodit DNA)
[16].

Oba promotory obsahuji evolu¢né starou sekvenci, jejiz prepis se vzdy spousti jako

odpoveéd’ na poskozeni DNA [16, 17].

Princip testu spociva v tom, ze latka, kterd poSkozuje DNA, aktivuje geny pro ptislusné
reparacni enzymy a tim i reportérovy gen pro GFP protein, jehoz mnozstvi bude zaviset na
velikosti poskozeni.

Vystupem testu je intenzita fluorescencniho signalu ziskana po 8 hodinové inkubaci
s testovanou koncentraci latky, ktera se méti v 60 min intervalech a ktera se porovnava
s intenzitou fluorescence negativni kontroly. Intenzita fluorescenéniho signalu je zavisld na
inkubaéni dob¢ a koncentraci toxikantu a prepocitavéa se na indukéni pomér. Indukéni pomér

je hodnota fluorescence normalizovana na rast bunécné kultury podélenim této hodnoty
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odpovidajici optickou hustotou, ktera je pozorovana pii definované absorbanci v kontrolnim

testu chronické toxicity [17]:

IR = 1/Gj x Ci/C\,

kde IR je indukéni pomér, Ci je prumérna fluorescence ziskana po inkubaci s testovanou
koncentraci (i) latky (upravena podle blanku), Cn je prumérna emise svétla negativni kontroly
(upravena podle blanku) a G;j pfedstavuje inhibici rastu bunék [17, 18].

IR mensi jak 1,5 signalizuje dle ISO standardu (13829, 1997) genotoxickou odpoveéd’ [15, 17].

Kvasinkovy test genotoxicity je obdobou Amesova testu, umuC testu a SOS
Chromotestu, které vSak mohou byt méné relevantni, protoze vyuZivaji geneticky
modifikované bakterialni kmeny jako modelové organismy [15, 16]. Prokaryotim totiz
(oproti kvasinkovym kmenim) chybi krom¢ mitochondii a pravého jadra enzymaticka
vybava, kterd by metabolicky aktivovala potencidlni pro-mutageny. Pro zvySeni citlivosti je
proto v bakteridlnim testu nutny dalsi krok - ptidavek jaterniho homogenatu, tzv. S9 frakce
[17].

Vysledky obou typt testli se mohou pro fadu sloucenin lisit, coZ souvisi s omezenimi
specifickymi pro oba testy: napt. aktinomycin D vykazuje pozitivni vysledky v kvasinkovém
testu oproti negativhimu bakterialnimu testu. Na druhé strané fada slouenin pozitivnich
Vv bakteridlnim testu nejevi stejné vysledky v kvasinkovém testu, coz by se dalo vysvétlit
moznou enzymatickou inaktivaci, nedostatecnou penetraci latky ptes bunéfnou sténu,
detoxifikaci latky nebo dal$imi vlastnostmi specifickymi pro kvasinky. Tyto nedostatky je
mozné odstranit specidlnimi transfekcemi gent pro piisluSné savéi enzymy (napf. genil pro
enzymy cytochromu P450, které by podporovaly vétsi citlivost vi¢i nékterym mutageniim),
déale transfekcemi, které by podporovaly vétSi propustnost bunééné stény a vyrazovaly
kvasinkovy detoxifikacni aparat a exportni pumpy, které kvasinkdm ud¢€luji rezistenci vici
nékterym latkdm [16]. Dalsi moznosti je inkubace testovanych latek jesté pred vlastni
inkubaci s kvasinkovymi buiikami s S9 frakei, ktera obsahuje jaterni enzymy a je zodpovédna
za metabolickou aktivaci [19].

Kvasinkovy test je UCinny 1 pii rozeznavani genotoxického potencidlu latek
poskozujicich DNA nepifimo (napi. hydroxymocovina, ktera inaktivuje enzym
ribonukleosidreduktazu katalyzujici syntézu deoxynukleotidi: dochdzi tak k inhibici syntézy
DNA a akumulaci poSkozeni [15]), je vhodny pro stanoveni genotoxického potencialu

individualnich sloucenin [15, 17], ale i jejich smési [18].
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2.3.3 Analyza transkriptomu kvasinek metodou microarray

Tyto testy zaznamenavaji aktivitu genti prostfednictvim analyzy jejich transkriptomu
(mRNA profilt), k ¢emuz vyuzivaji metody microarray [14, 21].

Tato metoda je schopna simultanni analyzy vSech genii ptepisovanych jako disledek 2-
hod pusobeni toxikantu. Zalezi pravé na druhu toxikantu, které geny budou indukovany
k expresi. mRNA profil nezndmého toxikantu je pak porovnavan statisticky shlukovou
analyzou s mRNA profily jiz znamych skupin toxikantti. Ve vysledku je pak nase toxicka
latka ptifazena do skupiny s podobnym toxickym ucinkem (obr. 10).

Kvasinky byly vybrany na zakladé¢ znalosti jejich DNA sekvenci a faktu, ze téméf
vSechny oteviené cteci rdmce mohou byt rozmistény na jednom sklenéném slidu,
umoznujicim detekcei celistvé bunééné odpoveédi, a to s pouzitim jediného DNA Cipu [22].

Metoda ma své opodstatnéni v ekotoxikologii, zejména proto, ze nam poodhaluje
mechanismus toxicity testovanych latek [22]. Pouziti téchto metod vSak obnasi urcita tskali,
vzhledem k tomu, Ze analyza transkriptomu nemusi odpovidat analyze proteomu,
bioinformatické a statistické metody zalozené na biologickych aspektech nejsou plné vyvinuté

a pro DNA microarray analyzu mame pouze omezené mnozstvi dat pro srovnani [22].

Znan Cinitel
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Obr. 10: Schéma DNA microarray analyzy, upraveno [21]

2.3.4 Kvasinky jako model pro studium starnuti bunék

Starnuti je stochasticky proces, ktery primarné zahrnuje postupnou ztratu bunécnych

a tkanovych funkci v pribéhu Casu a ktery vyustuje az ve ztratu viability. Miize byt zpomalen
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dodanim vétsiho mnozstvi energie pro udrzeni zivotnich funkci, av§ak za cenu ztraty energie

nutné pro reprodukci a rist. Mnoho druhd investuje celkovou energii podle existujicich

podminek vnéjs$iho prostiedi. Stejné tak kvasinky v podminkach nedostatku zivin vynakladaji

vice energie na zvladnuti stresu neZ na rozmnozovani a rist a naopak [23].

Testy zalozené na kvasinkovych modelech v ramci studia procesii stdrnuti zkoumaji
mechanismy (proteiny a signalni drahy), které tidi dlouhovékost a odolnost organismu vuci
stresu 2 zptisoby:

1. Replikativni délka Zivota studuje celkovy pocet dcefinnych bunék, které je aktivné se
délici bunika matetska schopna vyprodukovat. Pocet déleni je limitovan, protoze s kazdym
dal$im pupenem se v mateiské bunice hromadi molekuly kruhové DNA, které vznikaji
vysttizenim z chromozomalni DNA a které koduji rRNA. Jejich replikace se tak stava
nezavislou na chromozomalni replikaci (extrachromosomal ribosomal circles) - buiika
starne.

Doeﬁméuﬂq

Replikativni délka Zivota: O St tersic buiil

GENERACE

R R e

Obr. 11: Schéma replikativni délky Zivota, upraveno [23]

2. Chronologicka délka zivota zkouma dobu, po jakou je stacionarni ned¢lici se kultura
(jejiz zivotni cyklus je zastaven v Go fazi) schopna udrzet si v danych podminkach
svou zivotaschopnost, tzn. schopnost po ptfeneseni do nového media pokracovat
Vv Zivotnim cyklu, rozmnozit se a vytvofit nové jednotky CFU (colony forming unit)
[24, 25].
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Obr. 12: Schéma chronologické délky zivota, upraveno [23]
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2.3.5 Specifické testy toxicity zavislé na aktivaci nukledrnich receptorii

Nukledrni receptory
Nuklearni receptory jsou proteiny rozmisténé uvnitt bunék [26], které interaguji se
specifickymi signalnimi molekulami Ve spolupraci s dal§imi proteiny reguluji expresi
specifickych gentd, a kontroluji tak fadu kli¢ovych procesti v organismu jako je vyvoj,
homeostaza a metabolismus organismu. Jsou schopné piimé vazby na DNA a funguji jako
transkripéni faktory.
Z nuklearnich receptort je v ekotoxikologii je nejcastéji studovana rodina steroidnich

hormonalnich receptoru I. typu, kromé nich i tzv. dioxinovy (arylhydrokarbonovy) receptor.

a) Testy se steroidnimi receptory
Vyznamnou skupinou studovanou i v ekotoxikologii predstavuji steroidni hormonalni
receptory, které komunikuji se steroidnimi hormony. Steroidni receptory patii do velké rodiny
nukledrnich receptort, kterd zahrnuje také skupinu strukturdln¢ homolognich receptorii
(receptory II. typu), které vdzou nesteroidni ligandy (jako je thyroidni hormon; vitamin A, D
apod.). Nejvice ekotoxikologickych studii bylo provadéno s estrogennim (ER) a androgennim
(AR) receptorem, méné probadané jsou receptory pro progesteron (PR) a thyroidni receptor

(TR), malo znamé jsou interakce latek s glukokortikoidnim receptorem (GR).

Endokrinni disruptory

Endokrinni disruptory jsou latky, které narusuji hormonalni rovnovahu v organismech
ato bud’ pfimo, vazbou na receptory, nebo nepitimo, ovlivnénim hladiny pftirozenych
hormontl narusenim jejich syntézy, metabolismu, distribuce nebo odbourdni, ¢i ovlivnénim
citlivosti tkani k hormonim pozménénim hladiny tkanovych receptor [26]. NaruSena

endokrinni rovnovaha sekundarné ovlivituje i spravnou reprodukéni a imunitni funkei [28].

Nebezpeci téch latek, které interaguji s receptory, se skryva v jejich vlastnostech:

1. nékteré se chovaji jako pfirozené hormony. Dokdzi se vdzat na nukledrni receptory
pritomné uvniti bunék, které bud’ aktivuji k nespecifické odpovedi (tzv. agonismus)

nebo receptory zablokuji upIn¢ a Zadna odpovéd’ nevznika (tzv. antagonismus) [26].
2. 1 kdyz maji Casto niz8i afinitu k receptorim neZ pfirozené hormony, jejich
biodostupnost je vyssi, jelikoz narozdil od pfirozenych hormonti nejsou dostate¢né

vychytavané sérovymi proteiny v krvi a jejich metabolismus probihd pomaleji - latky
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tak maji dostatek casu k tomu, aby se zakoncentrovaly do hladin usnadiiyjicich vazbu
na receptor [29].

3. zahrnuji riznorodou skupinu chemickych latek, jejichz chemické struktura se mnohdy
lisi od chemické struktury piirodnich hormont, coz ndm bréani pfedpoveédét potencial

k endokrinni disrupci jen na zakladé jejich chemické struktury [6, 13].

Piiprava kvasinkovych modelii

Pti konstruovani kvasinkovych modeli pro odhaleni potencidlu testovanych latek
soutézit s pfirozenymi hormony ve vazbé na steroidni receptory vyuzivame skutecnosti, ze
kvasinky obsahuji proteiny homologni s proteiny pfitomnymi v sav¢ich bunkach, které se
ucastni transkripce, a Ze nemaji zaddné geny pro nuklearni receptory lidskych hormont (az na
ty, které do nich sami zamérné pro ucely testu vlozime) [29]. Vyhybame se tak moznosti, ze
by testovana latka interferovala jesté s jinym receptorem [13].

Do kvasinek jsou vnaSeny dva plasmidy, z nichZ jeden obsahuje genetickou informaci
pro pfislusny receptor. Druhy plasmid obohacuje kvasinkovou DNA o tzv. reportérovy gen
a hormondlni responzivni element (HRE), coz je usek DNA, ktery se vclenuje do
promotorové oblasti reportérového genu. Reportérovy gen je obecné gen, jehoz produkt

vizualizuje expresi gend, které nas zajimaji.

Mechanismus pusobeni

Endokrinni disruptor (obecné ligand), ktery plsobi prostfednictvim interakce
s receptory a ktery nebyl v krvi vychytan sérovymi proteiny (at’ uz nespecifickym albuminem
¢i specifickym SHBG (sex hormone binding globulin) [29]), ma otevienou cestu pro vstup do
bunky, kde se vadze na steroidni receptor. Tato aktivace receptoru zplsobi zménou
konformace molekuly receptoru disociaci Hsp90 proteini (heat shock proteins), které
obklopovaly neaktivni receptor, a umoZni dimerizaci receptoru. Vytvofeny ligand-
receptorovy komplex v dimerizované podob& vykazuje vétSi afinitu k responzivnim
elementim promotoru — chova se vlastné jako transkripéni faktor, ktery spoleéné s RNA-
polymerasou spolupracuje pii piepisu reportérového genu [30]. Transkripci reportérového
genu vznikd produkt, jehoz mnoZstvi méfime ptisluSnou detekéni technikou (jedna se
o0 detektory luminiscence a fluorescence a detektory méfici absorbanci produkti, viz dale

u jednotlivych typt testit).
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Charakteristika testii
Testy zkoumaji:

agonisticky ucinek latky na zéklad¢ velikosti transkripce reportérového genu
v zavislosti na koncentraci dané latky. Mirou agonistického ucinku latek je jejich
efektivni koncentrace (EC50) (effective concentration), tzn. koncentrace latky
indukujici 50% t&inek referenéni slouteniny — ptirozeného hormonu. Cim méné latky
staéi k vyvolani 50% ucCinku pfirozen¢ho hormonu, tim je latka uUCinné&jsi

parametru:
¢ relativni efektivni potencial (REP) (relative effective potency) — definuje se
jako pomér mezi hodnotou EC50 referenéni slouceniny a EC50 testované

latky. Hodnota REP pro referenéni slou¢eninu je definovana jako 1 [31].

EC50

ref . slouc.

testovanélatky

e relativni induktivni ucinnost (RIE) (relative inductive efficiency) - znaci
pomér mezi maximalni odpovédi testované latky zprostiedkované aktivaci
reportérového genu a maximalni odpovédi referenéni slouceniny
zprostfedkované aktivaci reportérového genu, nasobeny 100. Vyjadiuje se

v procentech [31].

antagonisticky ucinek latky na zakladé schopnosti latky soutézit s pfirozenymi
hormony ve vazbé¢ na receptor. Hodnoti se, jaké procento pfirozeného hormonu bylo
inhibovano ve vazb& na receptor v zavislosti na koncentraci testované latky. Toxicka
ucdinnost testovanych latek se v testech srovnava pomoci parametru IC50 (inhibitive
concentration), ktery nam fika, jaka koncentrace staci, aby zpusobila 50% inhibici
ucinku referen¢ni slouceniny. Plati iméra, Ze ¢im méné latky staci pro vyvolani 50%
inhibice ucinku referen¢ni slouceniny, tzn. ¢im mensi je hodnota IC50, tim je latka
ucinngjsi. Pro srovndni €innosti testovanych latek se stanovuje:
e relativni inhibi¢ni potencial (RIP) (relative inhibition potency) — pocita se
podélenim hodnoty IC50 referen¢ni slouceniny hodnotou IC50 testované

latky. Hodnota RIP pro referen¢ni slouceninu je definovana jako 1 [31].
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IC50ref slou?
RIp= ——rfslowe
IC50

testovanélatky

Nejvetsi potencial k vazbe na steroidni receptor a transkripci reportérového genu ma
referencni sloucenina (dihydrotestosteron pro testy na androgenni receptor Ci estradiol pro
testy vazby na estrogenni receptor), vici které se pocitaji relativni efektivni (¢i inhibicni)
potencialy testovanych latek. U vzorkl obsahujicich smési latek testovanych na schopnost
jejich interakce se steroidnimi receptory se mira aktivity jednotlivych sloucenin vyjadiuje tzv.
hormonalnimi steroidnimi ekvivalenty (HEQ), které se poditaji vynasobenim REP

s koncentraci dané latky.

Piehled testit na zakladé pouZitych reportérovych genii

Test indukce riistu kvasinek zprostiedkované aktivaci ER
Pro tento star§i typ testu se pouzival geneticky upraveny kmen PL3 rodu
Saccharomyces, ktery vyzadoval pro rist na selektivnim mediu uracil a ktery pro ucely testu
obsahoval:
1. cDNA lidského estrogenniho receptoru
2. URA3 auxotrofni reportérovy gen (URA3 gen koduje enzym tucastnici se syntézy
aminokyseliny uracilu, orotidin-5-monofosfat dekarboxylazu)
3. ERE sekvence
Kmen byl kultivovan na selektivnim mediu, které postradalo aminokyselinu uracil,
a tudiz mu bylo zabranéno v rustu. Ruast jako biomarker toxicity se projevil teprve inkubaci
s takovou testovanou latkou, ktera vykazovala schopnost vazat se na estrogenni receptor.
Vazbou na estrogenni receptor doSlo k dimerizaci a navazani dimerizovaného ligand-
receptorového komplexu na ERE sekvence, které fidily prepis URA3 genu pro orotidin-5-
monofosfat dekarboxylazu. Vysledkem byla syntéza uracilu a prokazani schopnosti testované
latky vazat se na estrogenni receptor, coz se projevilo riastem kvasinkového kmene na
selektivnim mediu.
Jako pozitivni kontrola slouzil kmen PL3 sER (YEpl0-HEGO), jehoz kultivace

Suracilem ¢i s pfirozenym hormonem (E2) rist podporovaly, a jako negativni kontrola
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kvasinkovy kmen PL3 bez ER (YEp10), jehoz kultivace na selektivnim mediu bez uracilu rist
kvasinek inhibovala (obr. 13) [32, 33].
Z prostudované literatury ([32, 33]) vyplyva, ze tento test mél pouze monitorovaci ucel

— odpovidal v zasad¢ pouze na otdzku indukce rastu ANO — NE a nedaval kvantitativni

odpovéd.
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Obr. 13: Test indukce ristu kvasinek (ukazka testu s herbicidy atrazinem a simazinem) [32]

P-galaktosidazovy test
(YES - yeast estrogen screen, YAS - yeast androgen screen, progesteronovy test )
B-galaktosidazovy test pracuje s lacZ genem pro f-galaktosidazu jako reportérovym
genem. Gen pro steroidni receptor (estrogenni — ER, androgenni — AR, progesteronovy — PR)
je zaclenén do genomu kvasinky spole¢né s:

1. plasmidem nesoucim pfislusny responzivni element (ERE pro estrogenni, ARE pro
androgenni a PRE pro progesteronovy receptor) obsazeny v promotoru genu pro -
galaktosidazu

2. plasmidem kodujicim RSPS protein uréenym pro test s progesteronovym receptorem
nebo plasmidem kodujicim SPT3 protein uréenym pro test s androgennim
receptorem. Oba proteiny piedstavuji homology k savéim proteinim a vyuziva se
jejich schopnost zlepSovat ucinnost transkripce steroidnich receptort [26].

Testovana latka se spojuje s receptorem do podoby ligand-receptorového komplexu,

ktery dimerizuje, naseda na misto responzivniho elementu a piepiSe reportérovy gen (obr.
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14). Vznikajici B-galaktosidaza je sekretovana z bunky do media, kde metabolizuje vychozi
slouceninu - zluty CRPG (chlorophenol red-f-galactopyranosid) - na cerveny produkt
chlorophenol [13], popi. bezbarvy ONPG (2-nitrofenyl-S-D-galaktopyranosid) na Zluty
orthonitrofenol [26], jehoz mnozstvi stanovime zméfenim absorbance pti dané vinové délce.
inkubace kvasinek s testovanou latkou a zhruba 3-denni inkubaci [13, 30, 35]. Jesté pied
méfenim absorbance bylo navic nutné provést lyzi bun¢k [24, 32, 34].

Bylo v8ak prokazéano, ze i pouzivané [-galaktosiddzové substraty a jejich produkty se
vazou na steroidni receptory, a proto byl design experimentu upraven: [(-galaktosidazovy
substrat je pridan do media az na konci inkubace kvasinek s testovanou latkou, a to spole¢n¢
s cykloheximidem, ktery zastavuje proteinovou syntézu, tedy i syntézu [-galaktosidazy. Tato
uprava zkracuje trvani testu ze 3 dnll na necelé dva dny (24 hod. inkubace s testovanou
latkou + 18 hod. inkubace s CPRG) a zabraiuje mozné interferenci pouzitého p-
galaktosidazového substratu se steroidnim receptorem a fale$né pozitivnim vysledktm [34].

Paraleln€ se stanovuje kontrolni test cytotoxicity métenim absorbance kultury pti 600 nm.

W estrogen

M estrogenni receptor
m aktivovany receptor

Q B-galaktosidaza

Médium

Obr. 14: Schéma galaktosidazového testu pro estrogenni receptor [13]
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Bioluminiscencni testy

Bioluminiscence je produkce a vyzafovani svétla nékterymi Zivymi organismy jako
vysledek chemické reakce, béhem které je chemicka energie pfeménéna na energii svételnou.
Tato schopnost je zakdédovana v genech pro enzym luciferazu, ktery za piitomnosti Oz
katalyzuje chemickou pfeménu piidaného pigmentu D-luciferinu na oxyluciferin za vyzaieni

svétla.

luciferaza

D-luciferin + O — > oxyluciferin + svétlo

Kvasinky jsou pro tyto testy transfekovany:
1. geny pro nuklearni receptory steroidnich hormont
2. reportérovymi geny pro luciferazu svétlusek rodu Photinus

3. responzivnimi elementy fidicimi expresi reportérového genu

Vazba testované slouCeniny na receptor se projevi aktivaci gend pro luciferazu
a preménou D-luciferinu, ktery se pfidava na konci inkubac¢ni doby (po 2,5 hodinach) do
kultiva¢niho media, na oxyluciferin. Odpovédi testu je tedy intenzita vyzareného svétla, kterd
se vyjadfuje v relativnich luminiscen¢nich jednotkach (RLU), v zavislosti na koncentraci
testované latky [35]. Ziskané hodnoty RLU jsou specifické pro dany ptistroj a normalizuji se
na pozad’ovou luminiscenci blanku.

Pro vypocet indukce kvasinek FI se pouZiva nasledujici vzorec:

Fl = SLs/SLsg,

kde SLs je luminiscence kvasinek indukovana v pfitomnosti testované latky a SLg mnozstvi

J 4

svétla, které kvasinky vyzafi v prostiedi blanku [36].
enzym v kvasinkdch prenaSena do peroxizémd, pronikat nejen cytoplazmatickou, ale
| peroxizomalni membranou, ¢imZz se staval limitujicim faktorem. Testy dodate¢né
vyzadovaly lyzi bunék pfed stanovenim RLU. Bioluminiscenéni test se v disledku téchto
proceduralnich problémi prodluzoval a ztracel citlivost [37].

Navazujici optimalizace testil proto zahrnuji odstranéni sekvence zodpovédné za pienos

luciferazy do peroxizomi z genu pro luciferdzu. Takto vylepSené kvasinkové modely davaji
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vy$$i hladiny vyzareného svétla a méfeni je mozné provést piimo na neporusenych bunkach,
které navic po odstranéni peroxizomalnich sekvenci vykazuji rychlejsi rust [37].

Spolecné s testovanim schopnosti latky aktivovat receptor se v testech soucasné hodnoti
I cytotoxicita pouzitim kontrolniho kmene kvasinek luc. Bioluminiscenéni signal ziskany jako
odpovéd’ na pisobeni testované latky je pak mozné normalizovat podle zivotaschopnosti
bun¢k a podle nespecifickych u¢inki matrice (zodpovédnych za zvySeni emise v disledku
stimulacnich ucinkii zpisobenych zivinami v médiu) a toxickych ucinki testovanych latek
(zodpovédnych za pokles vyzareného svétla v disledku inhibice rustu kvasinkovych bungk),
které ovliviuji bunéény rust a nasledné 1 expresi reportérového genu [35, 36].

Test je rychly, expozice trva 2,5 hodiny a vysledky obdrzime v pribéhu jednoho dne [36].

Fluorescencni test

Fluorescence je luminiscence, pii které molekula pfechazi do excitovaného stavu
pohlcenim fotonu o vétsi energii a z tohoto aktivovaného stavu se pak zpatky vraci do
puvodniho stavu vyzatovanim svétla o vEétsi vinové délce a tedy nizs8i energii. Tento jev je
znam napt. u meduzy rodu Aequorea, ktera fluoreskuje diky geniim pro GFP protein, pokud ji

vystavime zafeni z modré ¢asti spektra.

Kvasinky jsou pro tyto testy upraveny nasledujicimi transfekcemi:
1. geny pro nukleédrni receptory steroidnich hormont
2. reportérovym genem pro GFP protein z medizy rodu Aequorea

3. responzivnimi elementy Fidicimi pfepis reportérového genu [38]

Mechanismus je stejny jako u piedeslych testl. Vazba testované latky na receptor se
prokaze aktivaci nukledrniho receptoru, ktery v nové nabité funkci transkripéniho faktoru
naseda na HRE a aktivuje gen pro GFP protein.

Odpovedi testu je intenzita fluorescence indukovana ozéatenim ptislusnou kratsi vinovou
délkou s vétsi davkou energie. Cim vétsi ma latka potenciél k interakci s receptorem, tim vétsi
mnozstvi fluorescence detekujeme [27, 30]. Pro kontrolu se opét urCuje optickd densita
kultury méfenim pfi dané absorbanci, abychom zjistili, zda neni testovana latka pro kvasinky
toxicka a zda negativné neovliviiuje rast kultury [25].

Testy jsou rychlé (fluorescence se urcuje po 4- a nejdéle po 24- hod. expozici),
nevyzaduji rozruSeni bunééné stény a oproti bioluminiscen¢nim testim neni potieba pridavat

drahy D-luciferin do média [30, 38].
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b) Testy s arylhydrokarbonovym receptorem

Dioxinovy (arylhydrokarbonovy) receptor (AhR) je transkrip¢ni faktor, ktery patii do
skupiny proteint vazajicich se na DNA s motivem helix-loop-helix [39] a ktery je jako jediny
z této skupiny aktivovany vazbou s ligandy: pfedev§im planarnimi chlorovanymi organickymi
latkami, které zahrnuji 7 polychlorovanych dibenzo-dioxint s TCDD (2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin) jako nejtoxi¢téj$im zastupcem, 10 polychlorovanych dibenzo-
furani a 12 polychlorovanych bifenyli. AhR je dale aktivovan vazbou s plandrnimi
polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky (PAHs), s dalsimi produkty spalovani
a fytoslou¢eninami jako flavonoidy a indol-3-carbinol [40].

Arylhydrokarbonovy receptor je v cytoplazmé asociovan se dvéma Hsp90 proteiny. Po
vazbé ligandu vznika ligand-receptorovy komplex, ktery je prenesen do jadra. V jadie se ke
komplexu pfipoji protein ARNT (AhR receptor nuclear translocator) za vzniku
heterodimerniho AhR komplexu (arylhydrocarbon receptor complex). Tento komplex nabyva
schopnosti vazat se v podob¢ transkripéniho faktoru na DNA v misté¢ tzv. dioxinové
responzivni sekvence, DRE, umisténé v promotoru responzivnich gent (v tomto piipadé
CYP1A1l gent, obr. 15) které¢ jsou nasledné piekladany do proteinové podoby (v tomto

ptipadé do podoby enzymového detoxifikacniho aparatu, zastoupené¢ho cytochromy P-450

1A1 [40], obr. 15).

TCDD
(ligand)

Jadro

/ -

Protein
= ® 2

Translokace

TCDD-AhR-Arnt
konmplex

Obr. 15: Mechanismus toxického ptsobeni TCDD pies arylhydrokarbonovy receptor [40]
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4 transfekce nutné pro zdarny pribéh testu zahrnuji:

geny pro arylhydrokarbonovy receptor
gen pro ARNT protein

responzivni elementy (DRE) (dioxin response element)

P wnp e

reportérovy gen (v testech se pouzivaji geny pro p-galaktosidazu s 18-hod. expozici

nebo gen pro luciferazu s 3,5-hod. expozici)

Nejvétsi potencial k vazbé na AhR a transkripci reportérového genu ma sloucenina
2,3,7,8-TCDD, ktera se v testech pouziva jako referencni sloucenina, vii¢i které se pocitaji
relativni efektivni potencialy testovanych latek. U vzorkt obsahujicich smési toxickych latek
se mira toxicity jednotlivych sloucenin vyjadiuje tzv. toxickymi ekvivalenty (TEQ), které se

pocitaji vynasobenim REP s koncentraci dané latky [39, 41].

C) Srovndni kvasinkovych testii s podobnymi testy provdadénymi na savcich
bunécnych liniich

Vysledky kvasinkovych testli ve srovnani s podobnymi testy provadénymi na savcich
bunkach jsou ovlivnéné nékolika skute¢nostmi: fada testovanych latek ma hydrofobni
charakter a rychlost piijmu téchto latek je ovlivnéna slozenim kultivaéniho media, které ma
v pifipad€ kvasinek nizké pH, maly obsah proteini a tuki ve srovnani s médii pro savci
buiiky, coz zplsobuje jeho nizkou schopnost vazat a transportovat hydrofobni slouceniny.
Pro diftizi hydrofobnich slouc¢enin navic piedstavuje bariéru kvasinkova bunééna sténa. Dale
bylo zjisténo, ze oba typy testi se li§i v rychlosti metabolismu nékterych testovanych
sloucenin aVv citlivosti jednotlivych typ@i receptoru pochdzejicich z rtznych druht

obratlovcu [2].

1. Kvasinkové testy
e jsou jednoduché a levné, protoze kvasinky nejsou naro¢né na kultivaci
e jsou citlivé, reprodukovatelné a mohou byt pouzity pro hodnoceni latek v Sirokém
rozsahu koncentraci [26, 29]
e jsou receptorové specifické a stanoveni tak neni ruSeno interferenci latek s dalsimi
endogennimi receptory

e kultivuji se na médiu, které postrada steroidni latky [30]
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vykazuji vétsi rezistenci k nékterym environmentalnim kontaminantiim jako jsou napf.

toxické kovy nebo bakterialni endotoxiny [27]

Pouziti testl v praxi v§ak omezuje fada nevyhod:

ne vzdy jsou kvasinky schopny rozeznat agonisty od antagonistt [6, 26]

pfitomnost kvasinkové bunééné stény miize ovlivnit vstup testovanych latek do bunck
[2]

vys$i prah citlivosti k nékterym toxickym latkdm (napf. 4-n-nonylfenol a 4-n-
oktylfenol) ma za nasledek, ze kvasinky odumtou dfive, nez jsme schopni ziskat
odpovéd’ na potencial testovanych latek k endokrinni disrupci [6]

kvasinky postradaji metabolické drahy zodpovédné za aktivaci nékterych latek (coz je
vSak mozné odstranit inkubaci testovanych latek s S9 frakci po 1 hodinu piti 37°C

jesté pred vlastni inkubaci s kvasinkami [19])

Fakt, ze chybi nékteré metabolické drahy, v jejichz dusledku se napf. proestrogeny

metabolicky aktivuji v estrogeny, miize na prvni pohled znamenat omezeni, na druhé strané

vSak nepfitomnost metabolickych drah v testu jasn¢ prokéaze, zda za je za pozorovany ucinek

zodpovédna latka samotna nebo jeji metabolicky produkt [26].

2. Savci bunécéné linie

vykazuji v testech vétsi citlivost na fadu sloucenin nez kvasinky
sjejich pomoci muzeme identifikovat potencidlné ucinné latky, které¢ vyzaduji
metabolickou aktivaci [30]

jsou schopné rozlisit mezi agonisty a antagonisty [6]

Nevyhody jsou spojené S:

pracnym a drahym udrZovanim bunécnych linii, vyzadujicim specidlni instrumentaci
a striktni dodrzeni sterilnich podminek pfi kultivaci [6, 39]

ruznorodosti sav€ich linii, jelikoZ stejné€ jako se v riiznych typech sav€ich bungk 1isi
skladba kofaktorti a hladiny receptort, lisi se i citlivost k testovanym latkam a tim
i odpovédi testi v zavislosti na pouzité bunééné linii [36]

nutnosti dikladné extrakce a cisSténi environmentdlnich vzorkli (vzorkil ficnich

sedimenttl) pted vlastnim provedenim testu [39]
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Prehled kvasinkovych biotesti

Tabulka 1

Transfekce Délka testu
Typ testu Princip stanoveni (délka inkubace s Reference
Nuklearni receptor | Reportérovy gen | Dalsi transfekce testovanou latkou)
méfeni absorbance kvasinkové
i i i kultury pti 600 nm L. . o , 13,26,27, 30
|_|WMﬁV\ O<,—“OHOX_O_HV\ v zavislosti na @—ASOH_U.C stanoveni
gen pro luciferazu (2,5 - 24 hodin)
- svétlusek rodu - e .. 35, 36, 37
. méfeni bioluminiscence
Photinus
.. . vymazani PDRS, e 8 hodin .
Test genotoxicity GFP SNQ2, YOR| genti méfeni fluorescence (méFeni v 60 min, intervalech) 16; 17;18
URA3 auxotrofni gen RInMMMHM,HMH“ o%”_c sledovani indukce ristu 5 dni 32;33
HRE v promotoru
lacZ gen pro B- @amo%wﬂoaﬂmwﬂo%m”%r mefeni absorbance produktu 24 hodin 13- 26: 34
L galaktosidazu (chlorofenol, orthonitrofenol) (cely test 32 hodin) T
Specificky test steroidni (PR), gen pro SPT3
. . foe s rotein (AR
toxicity zavisly na P - P AR)
ani tein z
aktivaci gen pro LT pro )
L, meduzy rodu HRE < 9@3083 méfeni intenzity fluorescence 24 hodin 27; 30; 38
nuklearniho Aequorea reportérového genu
receptoru
gen pro luciferazu
svétlusek rodu hwmwwq%hmmw owwﬂ_c méfeni bioluminiscence max. 2,5 hodiny 35; 36; 37
Photinus
geny pro gen U.S ARNT .
arylhydrokarbonovy B-galaktosidizu, protein, DRE v NmSm_m‘:m no:N:mE Hm.:on_s (lacz @m.:v ‘ 2:39
e promotoru reportérovém genu 3,5 hodin (gen pro luciferazu)
luciferazu s
reportérového genu
Analyza
transkriptomu . i i mg:m:owm porovnavani EWZ> 2 hodiny 21: 22
metodou profila shlukovou analyzou
microarray
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3 Prakticka cCast

V ramci praktické casti, jejimz cilem bylo v oblasti védeckého zkoumani poprvé
charakterizovat kvasinkovy model transfekovany glukokortikoidnim receptorem, byl
proveden bioluminiscen¢ni test na kvasinkovém modelu rodu Saccharomyces cerevisiae,
ktery byl transfekovan genem pro glukokortikoidni receptor a genem pro luciferazu. Uvedeny
bioluminiscen¢ni test vychazi z védecké prace P. Leskinen [35, 36, 37, 39].

Testovani bylo provadéno se dvéma referen¢nimi slouceninami, dexamethasonem
a hydrokortizonem. Paraleln¢ se specifickym testem vazby referencnich slouéenin na
glukokortikoidni receptor byl proveden test s kontrolnim kmenem kvasinek neobsahujicim
glukokortikoidni receptor a stabilné vytvaiejicim luciferazu (oznaceni luc).

Kmeny byly kultivovany dle standardni opera¢ni procedury a test byl vyhodnocen v 96-
jamkovych sérologickych destickach na luminometru s dispensory typu Luminoscan Ascent,
DLReady™.

3.1 Popis standardni operacni procedury pro kvasinkovy test

Testovani ucinkli na riznych receptorech kvasinkovym testem se fidi dle standardni
operacni procedury, ktera uvadi chemikalie a material potfebny pro kultivaci kvasinek, kroky
nutné pro pripravu médii a metodologii testovani vzorkd. Prace se provadi se sterilnimi

nastroji a roztoky za sterilnich podminek v laminarnim boxu.

3.1.1 Piiprava médii a roztokii

Chemikalie potfebné pro kultivaci a testovani kvasinek:
— yeast nitrogen base w/o amino acids (Difco TM)
— yeast synthetic drop-out mix w/o leu, his, ura, trp
— (Difco) Bacto-Agar
— histidin, adenin hemisulfat, leucin, tryptofan, uracil
— glukoza
— D-luciferin
— kyselina citronova, citrat triSsodny
— HCI nebo NaOH pro tpravu pH
— voda

Material pro kvasinkové kultury:

— plastové Petriho misky o primeéru 10 cm
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— klicka pro ptenos kvasinkovych kultur

— lahve na média

— Spicky pro mikropipety (a opakovaci pipety), mikropipeta a opakovaci pipeta
— sterilni zkumavky s vicky

— inkubator na 30°C pro inkubaci s tfepackou na mikrodesticky

Piistroje:
— Inkubator na 30°C s tfepackou na mikrodesticky

— Spektrometr (Varian cary 50 Bio, UV visible spectrophotometr)

— Luminometr s dispensory (Luminoskan Ascent, DLReadyTM)
Priprava médii:

a) syntetické minimalni médium:

6,7 g yeast nitrogen base w/o amino acids se rozpusti v 910 ml vody. Toto mnozstvi
dodrzujeme vzdy, kdyz je v bazi ptitomen soucasn¢ siran amonny. Pokud v bazi neni
pfitomen siran amonny, musime ho 5 g/l pfidat a v tomto pfipad€ snizime piiddvané
mnozstvi yeast nitrogen base w/o amino acids na 1,7 g/l. Roztok zautoklavujeme a sterilné
ptidame pfislusny uhlikovy zdroj a nezbytné aminokyseliny (viz tabulka ¢. 2).

Minimalni médium se pouziva ke kultivaci a testovani kvasinek.

b) syntetické komplexni medium:

Do roztoku minimalniho media ptidame 1,4 g/l yeast synthetic drop-out mix w/o leu,
his, ura, trp. V pfipadé potieby upravime pH pomoci HCl a NaOH na 5,6. Roztok
zautoklavujeme a sterilné pfidame pfisluSny uhlikovy zdroj a nezbytné aminokyseliny.

Komplexni médium se pouZiva pro piipravu agarovych ploten.

Pozn.:

Roztoky aminokyselin se sterilizuji prefiltrovanim pfes filtry o velikosti 0,22 mm.
Vsechny slozky slozky médii se uchovavaji pti pokojové teploté, kromé tryptofanu, ktery
je nutno uchovavat pii +4°C. Pfi kultivaci kontrolniho kmene luc se jak do minimalniho,

tak komplexniho média pfidavéa navic aminokyselina tryptofan.
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Tabulka 2: Roztoky na doplnéni média

Prlda}f lfy do Zdroj uhliku Koncentrace roztoki Kmen

média

50 mi/I glukoza 40 % w/v (40 g/ 100 ml koneéného objemu [ER, AR, GR, luc

100x koncentrované AMK

10 ml/I histidin 29/l ER, AR, GR, luc
10 ml/l adenin 59/l ER, AR, GR, luc
10 ml/I leucin 10 g/l ER, AR, GR, luc
10 ml/I tryptofan 249/l luc

Pozn. luc = BMAG64luc, ER = BMAEREIuc/ERa, AR = BMAAREIUc/AR, GR

Piiprava 2x koncentrovaného luciferazového zasobniho roztoku (0,002 M):

Do 0,2 M roztoku pufru citrdtu sodného o pH 5, ktery pfipravime smichanim 35 ml 0,2
M kyseliny citronové s 65 ml 0,2 M roztoku citratu trissodného, se piida D-luciferin do
kone¢né koncentrace 0,002 M. Roztok se michd pomoci magnetické michacky tak dlouho,
dokud se luciferin nerozpusti. Vysledny roztok se uchovava pii -20°C v 5-ti ml aliquotech.
Pozn.:

D-luciferin je citlivy na svétlo a proto je nutné ho béhem ptipravy pred svétlem chranit.

Piiprava 1x koncentrovaného roztoku luciferinu (0,001 M):

5 ml 2x koncentrovaného luciferinového roztoku se jesté pied méfenim v luminometru
smicha s 5 ml destilované vody.
Pozn.:

Rozmrazeny luciferin miiZze byt uchovavan v mrazaku po nékolik dni.

3.1.2 Priprava agarovych ploten

20 g bakteridlniho agaru/l kone¢né¢ho objemu se navéazi do lahve a piida piisluSné
mnozstvi komplexniho média bez pfidaného cukru a aminokyselin. Lahev se neplni vic nez
do poloviny celkového objemu, protoze agar béhem autokldvovéani bobtnd. Léhev se
autoklavuje jako kapaliny. S vysterilizovanymi lahvemi se pracuje za sterilnich podminek
V laminarnim boxu. Teprve po vychladnuti se do obsahu agaru ptidava ptislusny zdroj uhliku
a aminokyseliny. Obsah lahve se promichd a naleje na pfipravené sterilni Petriho misky
0 pruméru 10 cm, cca 30 ml agarového roztoku na 1 misku (zhruba 0,5 cm vrstvy). Misky se
V lamindrnim boxu nechavaji odkryté a ptikryvaji se az po dostate¢ném vysuseni a ztuhnuti

agaru. Uchovavani probihé za pokojové teploty dnem vzhiru (agarovou stranou nahoru).
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3.1.3 Zahdjeni kultivace ze zamraZené kultury

Zamrazené Kultury se vyjmou z mrazaku a po celou dobu manipulace se udrzuji na ledu,
aby neroztaly. V laminarnim boxu se sterilni tyCkou seSkrabne maly pocet bun¢k zmrzlé
kultury z povrchu. Seskrabnuté mnozstvi se pienese na ztuhly agar a rozetfe kiizovym
roztérem. Zbyvajici zmrzla kultura se vrati zpatky do -70°C do mrazaku a agarové plotny se
kultivuji dnem vzhiiru ve 30°C po 2 dny ve tmé do velikosti kolonii asi 1 mm. Nao¢kované

agarové plotny se uchovavaji v lednicce pii 4°C max. po dobu 3 tydnu.

3.1.4 Zahajeni pre-kultivace pro test z agarové plotny

Do sterilni zkumavky se odméti asi 3 ml minimélniho média. Pomoci sterilni tycky se
vybere samostatnd kvasinkova kolonie z agarové plotny a pienese se do tekutého média
Vv banice nebo zkumavce s vickem, pfi¢emz vicko se neutésituje uplné. Buiiky se rozsuspenduji
pomoci sterilni ty¢ky a banka ¢i zkumavka s vickem se necha inkubovat ve tmé pii 30°C

S mirnym tiepanim.

3.1.5 Testovani vzorkit na kvasinkach

Testovani latek je provadéno v 96-jamkovych kultivaénich deskach, cely test od
prichystani roztoku kvasinek o pfislusné optické hustot¢ az po zméieni aktivity luciferazy
trva Sh. Narostla kvasinkova prekultura v minimalnim mediu se 20x natfedi a zméfi se
ODegoonm. Méfeni OD u kvasinek jsou linearni jen do hodnoty ODgoonm=0,3. Vy$§i ODgoonm
odezvy nejsou linedrni, vtom piipadé je potieba roztok pro meéfeni vice rozredit.
Z namétenych hodnot OD se vypocitd roziedéni v minimalnim médiu o teploté¢ 30°C pro
celou desku, popi. desky. Roziedéni musi byt takové, aby kone¢na hodnota ODsoonm kultury
byla okolo 0,4. Takto ptipravené kultury se daji zpatky tiepat do inkubatoru pii teploté 30°C
do tmy na 2 hodiny k dosazeni ODgoonm 0,6 - 0,7. Pomoci opakovaci pipety se na
sérologickou desticku do kazdé jamky pipetuje 100 pl kvasinkové kultury a piidava se 1 pl
vzorku zfedéného v MeOH. Finalni koncentrace MeOH v jamce nesmi piesahnout 1 %.
V ptipad¢ negativni kontroly se ke 100 pl kvasinkové kultufe pfidava 1 pl rozpoustédla do
kazdé jamky a to pro testy cytotoxicity v 6 — 9 opakovanich. V piipad€ pozitivni kontroly se
ke 100 pl kvasinkové kultury ptridavad referencni sloucenina, nejméné v 6 ruznych
koncentracich v rozsahu 0,01 — 1000 nM pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky. Desticka se piikryje
paskou nebo vickem a necha se tiepat 20 s na tiepacce. Inkubace probiha pii 30°C ve tmé po

dobu 2,5 hodiny. Po inkubaci s vyuzitim dispenzorti v luminometru se vstiikuje 100 pl 1 mM
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roztoku luciferinu do kazdé jamky. Méteni v luminometru probiha ihned — odpovéd’ vzorku je

stala pouze okolo 5 min.

3.1.6 Metodika testovdni modelovych latek na GR

Testovani probéhlo na 4 rGznych zasobnich kvasinkovych kulturdch rodu
Saccharomyces cerevisiae ozna¢enych zkratkami GR 1, GR 2, GR 3, GR 4, které byly pro
ucely bioluminiscenciho testu transfekovany GR a genem pro luciferdzu. Kvasinkové kultury
byly kultivovany dle standardni operac¢ni procedury.

Jako modelové slouéeniny byly pouzity 1é¢ivo - dexamethason a piirozeny hormon -
hydrokortison, z nichZz byla rozpusténim v metanolu pfipravena kalibraéni fada nejprve
6 koncentraci v rozmezi od 1,65.10° — 4.10* M. Vysledky tohoto ptedbézného testu viak
ukdazaly, ze pro nejvyssi pfipravenou koncentraci nebylo dosazeno plato, a proto byl nasledné
pripraven jesté jeden koncentrovanéjsi roztok o koncentraci 1.10° M, coz vsak byla nejvyssi
koncentrace, pii které jesté bylo mozné obé slouceniny rozpustit.

Vsechny 4 zasobni kvasinkové kultury byly tedy ptfedbézné exponovany obéma
modelovym slouéeninAm v rozmezi koncentraci 1,65.10°% — 4.10* M. Pro GR 3 byla
provedena 2 opakovani v ramci kazdé modelové slouceniny. Pfedbézny test tedy nezahrnoval
nejvyssi koncentraci 1.10°% M, ktera byla testovana az dodateéné na GR 1 a GR 3 spole¢né
S ptredchozimi 6 koncentracemi pro obé modelové slouceniny teprve po vyhodnoceni
vysledkt z piedbézného testovani. Pro GR 1 byla tedy provedena celkem 2 opakovani, pro
GR 2 1 opakovani, pro GR 3 celkem 3 opakovani a pro GR 4 1 opakovani (dohromady tedy 7
opakovani vramci kazdé modelové slouceniny). Test byl proveden v 96-jamkovych
sérologickych destickach, piicemz do kazdé jamky bylo opakovaci pipetou vstiiknuto 100 pl
ptislusné kvasinkové kultury a 1 pl z ptipravenych kalibra¢nich roztokt pro ob&é modelové
slouceniny.

V ramci testovani byla rovnéz provedena zkouSka cytotoxicity s kontrolnim
kvasinkovym kmenem luc pro 3 testované koncentrace obou standardnich latek (1.10° M,
1.10° M, 1.10* M) ve srovnani s rozpoustédlovym blankem (methanol), pro n&jz bylo jiz
diive prokazano, ze v koncentracich neptesahujicich 1 % nezptlisobuje cytotoxicitu.

Expozice probihala standardné 2,5 hodiny bez pfistupu svétla v inkubatoru pii teploté
30°C. Po inkubaci bylo s vyuzitim dispenzorta v luminometru vstiiknuto 100 ul 1 mM roztoku

luciferinu do kazdé¢ jamky a ihned provedeno méfeni bioluminiscence.
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Z dosazenych kiivek davka-odpovéd byly vyhodnoceny priimémé hodnoty EC2S5,
EC50, EC75. Ke kazdé z hodnot byly spocitany odpovidajici smérodatné odchylky. Hodnoty
NOEC a LOEC byly zjistény statisticky (ANOVA). Homogenita rozptylu byla testovana
pomoci Levenova testu.

Pro kazdou kulturu byly spocitany nasobky indukce (fold induction) pod€lenim hodnoty
pro nejvyssi luminiscenci indukované v piitomnosti testované latky hodnotou luminiscence
pro rozpoustédlovou kontrolu.

V ramci charakterizace kvasinkového modelu bylo také provedeno srovnani vSech

4 kvasinkovych kultur pro oba standardy.

3.2 Vysledky a vyhodnoceni

Koncentrace 1.10° M byla nejvyssi mozna koncentrace, pfi které se jesté podaiilo obé
modelové slouceniny rozpustit, av§ak pii které jiz dochazelo u dexamethasonu k poklesu
bioluminiscence. Kalibra¢ni kfivka pro hydrokortison sice nadale mirné stoupala, ale
vzhledem k problematické rozpustnosti nebylo mozné urcit koncentraci, na niz je dosazeno
plato (graf 1).

Pro kazdou modelovou slouceninu bylo prokazéano 7 kiivek davka-odpovéd’. Maximalni
odpovéd byla dosazena pro dexamethason pfi koncentraci 4.10* M. Maximalni odpovéd’ pro
hydrokortison nebylo mozné urcit presné vzhledem k problematické rozpustnosti.

Hodnoty EC25, EC50, EC75 byly spocitany jak pro dexamethason, tak i pro
hydrokortison z linearni oblasti lezici v rozmezi koncentraci 1,48.10° M az 1,33.10%* M
(tabulka 3). Hodnota EC50 ¢&inila 5.10° M pro dexamethason a 7,2.10"° M pro hydrokortison,
pficemz niz8i hodnoty vypocitanych smérodatnych odchylek pro dexamethason prokazaly
ptresnéjsi stanoveni pro tento standard (tabulka 4). Hodnoty EC25, EC50, EC75 byly
porovnatelné pro obé modelové latky, pficemz systematicky nizs$i hodnoty pro dexamethason
mohou znamenat mirn¢ vétSi citlivost kvasinkového modelu pro tento pouzity standard
(tabulka 4, graf 2).

Hodnoty LOEC byly pro oba standardy statisticky prokazany u koncentrace 4,94.10°
M. Hodnoty NOEC tedy odpovidaji koncentraci 1,65.10° M (tabulka 3). Vysledek zkousky
cytotoxicity pro koncentrace 1.10° M, 1.10° M, 1.10* M byl u obou standardi negativni, tzn.,
ze indukce luminiscence kmene luc pro methanol a 3 zminéné testované koncentrace pro oba

standardy se vyznamné¢ nelisila (graf 3).
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Koncentrace 4.10*% M indukovala ve viech zasobnich kulturach nejvyssi luminiscenci
(vyjadienou Vv jednotkach RLU), a to v rozmezi 2,35 — 8,76 pro dexamethason a 2,27 — 7,93
pro hydrokortison (graf ¢. 4 a 6). Nejvyssi indukce luminiscence byla u obou standardi
zaznamenand pPro GR 1 a byla zhruba 4x vys$i nez nejnizsi indukce luminiscence
zaznamenana pro GR 3 (graf ¢. 4 a 6). Normalizaci na maximalni indukci vSak byla

prokazana shodna odezva u vSech testovanych kultur (graf ¢. 5 a 7).
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Graf 1: Ukazkova kalibra¢ni kfivka pro dexamethason a hydrokortison. Chybové tsecky oznacuji

smérodatnou odchylku maximalni indukce luminiscence.

Tabulka 3: Charakterizace kalibra¢ni kiivky a obou pouzitych standardt

NOEC 1,65.10° M
LOEC 4,94.10°M
Koncentrace na niz je
dosazeno plato 4.10* -1.10°M
(maximum odpovédi)
Rozsah linearni 1,48.10° - 1,33.10*
odpovédi M
dexamethason a
Pouzivany standard hydrokvoEtls'on
rozpusténé v
methanolu

Finalni koncentrace

1%
rozpoustédla 0

Rozmezi testovanych

-6 -3
koncentraci 1.66.107-1.10"M

Tabulka 4: Primérné hodnoty EC25, EC50, EC75 pro dexamethason a hydrokortison

Dexamethason [M]
EC 25 EC 50 EC 75
Priamér (ze 7 méieni) 2,2E-05 5,0E-05 1,2E-04
Smérodatna odchylka 3,0E-06 8,0E-06 2,2E-05
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Hydrokortison [M]
EC 25 EC50 EC 75
Primér (ze 7 méieni) 3,0817E-05 7,2E-05 1,7E-04
Smérodatna odchylka 3,6974E-06 1,6E-05 5,3E-05

0,00025

0,0002

0,00015

O dexamethason

koncentrace [M]

B hydrokortison

0,0001
0,00005 ’—'—'

EC 25 EC 50 EC 75

Graf 2: Grafické srovnani hodnot EC25, EC50, EC75 pro dexamethason a hydrokortison.
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Graf 3: Zkouska cytotoxicity kontrolniho kmene luc pro 3 testované koncentrace obou referen¢nich
slou¢enin (1.10° M, 1.10° M, 1.10* M) ve srovnani s rozpoustédlovou kontrolou. Chybové

usecky oznacuji smérodatnou odchylku.
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Graf ¢. 4: Srovnani odpovédi kvasinkovych kultur na expozici dexamethasonem. Chybové tsecky

oznacuji smerodatnou odchylku.
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Graf ¢. 5. Srovnani odpovédi kvasinkovych kultur na expozici dexamethasonem s normalizaci na

maximalni indukci luminiscence. Chybové usec¢ky oznacuji smérodatnou odchylku.
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Graf ¢. 6: Srovnani odpovédi kvasinkovych kultur na expozici hydrokortisonem. Chybové usecky

oznacuji smérodatnou odchylku.
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Graf ¢. 7: Srovnani odpovédi kvasinkovych kultur na expozici hydrokortisonem s normalizaci na

maximalni indukci luminiscence. Chybové tise¢ky oznacuji smérodatnou odchylku.
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Shrnuti a zaveér

Kvasinky jakozto mikroskopické eukaryotické organismy objevené v 17. stoleti Antony
van Leeuwenhoekem se tfadi do fiSe Fungi, v ramci které tvoii taxonomicky nejednotnou
skupinu. Ackoli kvasinky patii k nejniz§im Eukaryotim, uchovaly si mnoho genti a proteind,
které sdileji spole¢né s vys$Simi Eukaryoty [4], a pfedstavuji tak do jisté miry relevantni druhy
V souvislosti s moznymi extrapolacemi na zivoCichy. Na druhé strané narozdil od jinych
Eukaryot u nich nebyla prokazana skupinova translokace [1], ani pfitomnost aromatasy [6]
amitéza na rozdil od Eukaryot probiha uzaviené stejné¢ jako u ostatnich hub [3]. Od
zivociSnych Eukaryot se dale odliSuji pfitomnosti bunééné stény dominantné tvotené
mannanem a f-(1,3)(1,6)-glukany a vakuol, které vSak =zastavaji funkci zivocisnych
lysozomi. Cytologie kvasinkovych bunék se vSak az na ptitomnost bunééné stény vyraznym
zpusobem nelis§i od vnitrobunééného uspotadani vysSich Eukaryot. Biologie kvasinek,
predev$im morfologie bunky, délka bunétného cyklu a rozmnozovani je u kvasinek do
znaéné miry zavisla na charakteru vnéjSich podminek (popf. kultiva¢nich podminek).

V ekotoxikologii se kvasinky uplatiiuji predevSim v oblasti stanovovani genotoxicity
latek a specifickych mechanismt toxicity zavislych na aktivaci nuklearnich receptord,
s paralelnim provadénim kontrolnich testli cytotoxicity, které slouzi ke stanoveni hodnoty
EC50 testovanych sloucenin a pro odhaleni toxicity pro buiku, ktera by mohla ovlivnit
vysledky pozorovanych specifickych ucinkd. Kromé vySe uvedenych testt existuje i snaha
vyuzit kvasinky pro studium starnuti eukaryotickych bun¢k a pro analyzu transkriptomu
metodou microarray.

Na rozdil od testu genotoxicity, kde se jako jediny reportérovy gen dosud pouziva gen
pro GFP protein, je ve specifickych testech toxicity zavislych na aktivaci nukledrnich
receptorll na vybér kromé genu pro GFP také nejdéle pouzivany gen pro B-galaktosidazu
a gen pro luciferazu.

I ptes vSechna vylepSeni, Gpravy designu experimentu a velkou citlivost zustava velkou
nevyhodou B-galaktosidazového testu jeho doba trvani. Oproti tomu bioluminiscenéni test se
zda byt z uvedeného vybéru testll nejrychlejsi, avSak za cenu pfidavku drahého luciferinu do
média. Ze srovnavaci studie provedené na kvasinkovém modelu transfekovaném estrogennim
receptorem a jednotlivymi reportérovymi geny vyplyva z hodnot EC50 vypocitanych
Z jednotlivych kiivek davka-odpovéd pro 17pB-estradiol stejna citlivost -galaktosidazového
a bioluminiscen¢niho testu. Fluorescenéni test oproti tomu vykazoval nizsi citlivost pro 17f3-

estradiol [30].
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V souvislosti s pouzivanymi transfekcemi nuklearnich receptori do kvasinkovych bun¢k je
bezesporu nejvice informaci ohledné specifickych testli toxicity zavislé na aktivaci
estrogenniho a androgenniho receptoru, méné informaci pak existuje o aktivaci
progesteronového a thyroidniho receptoru. V souvislosti s kvasinkovym modelem
trasnfekovanym glukokortikoidnim receptorem zadné informace nejsou znamy nebo dosud
nebyly publikovény.

Vysledky prezentované v praktické cCasti této bakalafské prace, jejimz cilem bylo
charakterizovat kvasinkovy model transfekovany GR, zahrnuji jednak prokazané kiivky
davka-odpovéd pro oba standardy (dexamethason a hydrokortison), jednak srovnani
4 vybranych kvasinkovych kultur. Srovnanim 4 pouzitych kultur bylo zjisténo, ze i kdyz se
luminiscence indukovana standardy pro jednotlivé kultury liSila, normalizace na maximalni
indukeci luminiscence prokdzala shodnou odezvu u vSech pouzitych kultur a tim i dobrou
porovnatelnost vysledkli. Vyhodnocenim ziskanych kiivek davka-odpovéd bylo dale zjisténo,
ze citlivost kvasinek na glukokortikoidni hormony lezi fadové v rozmezi 10° — 10° M, coz je
nékolikanasobné vice nez citlivost kvasinek transfekovanych receptory komunikujicimi
S pohlavnimi hormony.

Ze srovnani kvasinek a savcich bun¢k jako modelovych organismii pouzivanych pro
specifické testy toxicity zavislé na aktivaci steroidnich receptorti jednozna¢né nevyplyva,
ktery z modelovych organismill je pro tento typ testu vhodnéjsi. Oba modelové organismy
maji své specifické vyhody, ale i nevyhody, které je nutné zohlednit pfi interpretaci vysledkt

uvedenych testil pro jednotlivé typy testovanych sloucenin ¢i komplexnich smési.
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Anotace

Kvasinky jsou mikroskopické organismy s eukaryotickou stavbou bunék, které v rdmci
fiSe Fungi tvoii nejednotnou taxonomickou skupinu a jejichz biologie je do zna¢né miry
zavisla na charakteru vnéjSich podminek. Ptedstavuji dilezity modelovy organismus pfi
studiu biologie eukaryotickych bun¢k diky dobfe prostudovanému genomu a snadné kultivaci.
V oblasti ekotoxikologie se kvasinky ptfedevSim pouzivaji v in vitro testech pro stanoveni
genotoxicity a specifickych mechanismu toxicity zavislych na aktivaci nuklearnich receptori
pomoci transfekovanych reportérovych gent. Oproti testim genotoxicity pracujicim na
stejném principu s bakteriemi piedstavuji jako zastupci Eukaryot vice relevantni organismy.
V piipad¢ testti interakce testovanych sloucenin S nuklearnimi receptory je jejich velkou
pfednosti oproti obdobné provadénym testim na buiikach sav€ich linii jejich receptorova
specifiénost a snadnd kultivace navic na médiu neobsahujicim steroidni latky. V rdmci
praktické casti bakalaiské prace byl v bioluminiscenénim testu poprvé charakterizovan
kvasinkovy model transfekovany GR prokazanim kiivky davka-odpovéd pro standardni

slouceniny dexamethason a hydrokortison.

Anotation

Yeasts are eucaryotic microscopic organisms, which don’t form united taxonomic group
in the kingdom of Fungi. The biology of these organisms is mostly dependent on the character
of external conditions. Yeasts are important model organisms which are used for studying
biology of eukaryotic cells especially because of their easy cultivation and well-known
genom. In the area of ecotoxicology yeasts are used primarily in in vitro assays for detection
of genotoxicity and in a yeast-based steroid hormone receptor gene transcription assays. In
assays assessing genotoxic potencial of tested compounds yeasts as representatives of
Eucaryotcs are more relevant organisms than bacteria which are used in assays in a similar
way. Ease of cultivation, use of medium lacking steroids and receptor’s specifity are
important advantages of yeast models in steroid hormone receptor gene transcription assays in
comparison with similar in vitro assays using mammalian cells as model organisms. In
practical part of this bachelor thesis the yeast model transfected by GR was characterized in
yeast bioluminiscent assay. The dose-response curves were demonstrated on two standards,

dexamethason and hydrocortisone.
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