Navod k praktické tloze ,,Testovani specifickych uéinkii environmentalnich vzorki“

1. Cil cviceni

Cilem cviceni je, aby byl po jeho absolvovani student schopny provést in vitro test
s kvasinkovymi kulturami, aby chapal principy jeho fungovani a aby byl schopen vyhodnotit
zmétené vysledky.

2. Teoreticky uvod

Rada latek pfitomnych v Zivotnim prostfedi piisobi nejen akutni toxicitou, ale také toxicitou
chronickou projevujici se casto subletdlnimi ucinky. Mezi tyto latky patii predevSim
persistentni organické polutanty a jejich derivaty, polyaromatické uhlovodiky, pesticidy, tézké
kovy nebo farmaka.

Mezi subletalni a chronické uc¢inky téchto latek patii napiiklad karcinogenita a genotoxicita,
imunotoxicita, teratogenita nebo endokrinni disrupce. Rada z téchto uginkil je spojovana
predevs§im s modulaci receptorovych mechanismt, kdy dochéazi k naruseni pftirozenych
pfevodil signali mezi receptory, coz muze vést k nezddoucim efektim na trovni celého
organismu. Protoze testovani chronickych a subletdlnich ucinkii chemickych latek
na zvifecich modelech in vivo je velice ndkladné, dlouhotrvajici a je nutné pouzit velkého
mnozstvi zvifat, pouzivaji se Casto testy in vitro.

Mezi in vitro modely lze zaradit predev§im bunécné, tkanové a organové kultury. Vyuzivaji
se zejména pro studium specifickych mechanismi toxicity nebo pro rychly ,,screening®. Jejich
vyhodou oproti in vivo testim je niz§i cena, moznost automatizace, nebo kratsi doba trvani
testu. Nevyhodou je ptedevsim izolace systému od organismu.

Endokrinni disrupce

Latky narusujici hormondalni rovnovahu organismii (endokrinni disruptory) ovliviiuji syntézu,
sekreci, transport, nebo vazby ¢i vyluCovani endogennich hormonti, které se podileji
na homeostatickych, reprodukcnich, vyvojovych a behavioralnich funkcich organismu.

Tyto G€inky maji na piiklad nékteré pesticidy, polyaromatické uhlovodiky, polychlorované
bifenyly nebo nékterd farmaka. Piestoze tyto latky mohou ovliviiovat hormonalni rovnovahu
na ruznych urovnich, nejcastéji je studovan jejich vliv na pfenosy signalli bunécnych
receptortii. Intenzivné studovano je predev§im ovlivnéni signdlnich drah estrogennich nebo
androgennich receptorii a to jak jednotlivymi xenobiotiky tak komplexnimi vzorky
z zivotniho prosttedi.

In vitro modely endokrinni disrupce

In vitro modely jsou Casto pouZzivany pro stanoveni specifickych mechanismi uc¢inku a jedna
se o testy vyuzivajici hlavné bunécné a tkanové kultury. VéEtSina téchto testi je provadéna
na rizné modifikovanych bunécnych liniich odvozenych z nddord, pouzivaji se predevs§im
linie odvozené z nadort savcl. Kromé téchto testli se vyuzivaji také testy s kvasinkovymi
kulturami. Kvasinkové testy jsou jednodussi, rychlej§i a méné narocné na vybaveni a
zkuSenosti. Oproti tomu, vyhodou testll se savéimi bunéénymi liniemi je pfedevSim zahrnuti
intracelularniho metabolismu, zvlast€¢ mozné ovlivnéni hladin cytochromi a dalSich
dalezitych enzymua a také zohlednéni vlivu dalSich aktivovanych receptorti na signalni drahy
studovanych receptord (napt. vliv aktivace AhR pfi antiandrogenité nebo antiestrogenit¢).
Nejcastéji jsou pouzivany modely zalozené na expresi vlozeného reporterového genu, kterd je
spusténa po aktivaci sledovaného receptoru. Jednd se napiiklad o reporterovy gen pro tvorbu
enzymu luciferasy, ale také napt. -galaktozidasy.



3. Provedeni testu
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1. METODA

Jednd se o rychly a levny test na kvasinkovém organismu, ktery slouzi ke sledovani
specifickych mechanismti u¢inku nejen Cistych latek, ale i komplexnich smési. Smési byvaji
extrahovany z rtiznych environmentalnich matric jako jsou sedimenty, voda, pida ¢i vzduchy.
Test umozinuje ohodnotit celkovy ucinek smési latek, coz znamena, ze zahrnuje potencialni
interakce mezi latkami, jako antagonismus ¢i synergismus.

Testovacim organismem je transgenni kvasinkova linie Saccharomyces cerevisiae, u niz je do
genomu vlozen ,reporterovy” gen, ktery citlivé odpovidd na aktivaci receptorového
mechanismu.

V ramci cvi¢eni budeme pouzivat AR - responsivni linii kvasinek, transfekované genem
pro androgenni receptor (AR) a reporterovym genem pro luciferazu. Ligand (komplexni
vzorek) se v jadie navaze na receptor. Vazbou na specifické responsivni elementy (ARE)
v oblasti promotoru cilového genu se aktivuje transkripce ptislusného enzymu — luciferazy.
Po ptidani substratu (D-luciferinu) se méfi luminiscence.

Paraleln¢ obvykle probihé kontrolni kvasinkovy test (kmen ,,luc*) kviili pfipadné cytotoxicité,
ktery vramci cvieni pouzivat nebudeme. Kvasinkové builky tohoto kmene jsou
ransfekovany genem pro enzym luciferdzu, ktery neni vazan na specifickou odpoved’
(po pfidani D-luciferinu zivé buiiky vzdy indukuji luminiscenci).

2. CHEMIKALIE A MATERIAL

- agar, kvasinkové kultury, sterilni roztoky komplexniho a minimalniho média , 40% roztok
glukosy a sterilni roztoky aminokyselin, ImM roztok luciferinu

- plastové Petriho misky o priméru Scm

- Spicky

- sterilni lahvicky 20ml a lahve 100 a 250ml

- opakovaci a automatické pipety 1-10ul, 100-1000ul

- 30°C inkubétor s tfepa¢kou na mikrodesti¢ky pro inkubaci

- bilé 96-ti jamkové mikrodesticky

- luminometr, autoklav, flow-box, spektrofotometr

Diilezité: s kvasinkovymi kulturami musime pracovat za sterilnich podminek v lamindrnim
boxu — nastroje a laboratorni nadobi musime udrzovat sterilni nebo ho sterilizovat v plameni
¢i autoklavu.

Média pro bunky budou pro potfeby cviceni pfipravena dopiedu, ale jsou uchovéavana
bez uhlikového zdroje a aminokyselin. Roztoky gluk6ézy a aminokyselin proto budeme do
médii v ¢as potieby pridavat.



3. PRACOVNI POSTUP: 1.den - zajisti vedouci cviceni, studenti neprovadéji

Piiprava agarovych ploten

1. 30ml komplexniho média bez glukosy a aminokyselin sterilné odlijte do nejméné
100-mililitrové lahve.

2. Lahev zakryjte, ale ne uplné! Autoklavujte jako kapaliny.

3. Po autoklavovani steriln¢ pfidejte roztoky glukosy (S0ml/l) a aminokyselin (histidin
10ml/l, adenin 10ml/l, leucin 10ml/l ).

4. Nalijte agar na sterilni plotny (cca 15ml na 1 misku).

7. Plotny nepftikryvejte dokud nejsou uplné ztuhlé.

8. Pokud ihned nezahajime kultivaci kvasinek, uchovdvame garové plotny pii pokojové
teploté dnem vzhtiru tzn. agarovou stranou nahoru zakryté parafilmem.

Zahajeni kultivace z glycerolové zmrzlé kultury

1. Agarové plotny pro kmeny kvasinek, které chceme kultivovat oznacte jménem kvasinek,
datem a osobnimi monogramy.

2. Za sterilnich podminek ve flow-boxu seSkrabnéte trochu z povrchu zamrzl¢ kultury sterilni
Spi¢kou a naneste kulturu kiizovym roztérem na agarovou plotnu.

3. Zbyvajici zmrzlou kulturu vrat'te ihned zpé&t do mrazaku (-80 °C).

4. Agarové plotny se uchovavaji dnem vzhiru ve 30 °C dva aZ tii dny ve tmé do velikosti
jedné kolonie kvasinek 1mm.

PRACOVNI POSTUP: 3.den — 1. den cviéeni pro studenty (cviéeni potrva max. lh)

Ke sterilnimu minimalnimu médiu pfidejte sterilné piislusné mnozstvi glukosy (50ml/l) a
aminokyselin (histidin 10ml/1, adenin 10ml/l, leucin 10ml/1).

Narust kultur v roztoku prislu§ného média - zahajeni pre-kultivace z agarové plotny

1. Ve flow-boxu nalijte 3ml minimdlniho média s glukosou a aminokyselinami do sterilni
»penicilinky*. Kvili provzdusiiovani kultury nepliite lahvicku vic nez do dvou tretin.

2. Vyberte samostatnou kvasinkovou kolonii o velikosti cca Imm a pfeneste ji z agaru
do tekutého média v ,,penicilince. Nezavirejte uplné¢.

3. Inkubujte ve 30 °C za mirného téepani ve tmé pfes noc.

PRACOVNI POSTUP: 4.den - 2. den cviéeni pro studenty (cvi¢eni potrva max. 6h)

1. Naockovana kvasinkova pre-kultura v minimalnim médiu s glukosou a aminokyselinami
pfes noc v tmavém prostiedi za tiepani ve 30 °C naroste.

2. Réano na spektrofotometru zméfime ODgoonm (Optickd hustota) z dvacetkrat naredéné
kultury (50pl kvas. kultury + 950ul dest.vody). Pfed méfenim zamichejte stfidavym
obracenim kyvety dnem vzhtru, aby se kvasinky neusadily.

3. Pouzijeme program Simple Reads na spektrofotometru CARY 50 Bio. Z naméfenych
hodnot OD vypocitejte roziedéni v piislusSném médiu pro celou desku. Rozifedéni musi byt
takové, aby kone¢néd hodnota ODggonm kultury byla okolo 0,4.

Priklad vypoctu:

Rano jsem naméril ODgoonm 0,213 — pokud mam smés v kyveté naredénou 20x, pak
0,153x20 = 3,06. To znamena, ze mam v Iml (v kyveté je Iml) ODggpnm = 3,06. Potrebuji ale
0,4, takze smés naredim 7,7x.




Na jednu desku potrebuji 10ml roztoku, takze vezmu 1,3 ml kvasinkové suspenze + 8,7ml
minimalniho média s glukosou a aminokyselinami.

4. Vhodn¢ zfedénou kulturu dejte zpatky na tfepacku do inkubatoru pfi teploté 30°C do tmy
na 2 hodiny k dosazeni ODgponm 0,6-0,7.

5. Poté pipetujte 100ul kvas. kultury pomoci opakovaci pipety do kazdé jamky bilé desticky.
6. Pridejte 1ul vzorku nebo estradiolu — kalibrace (15 pM -100 000 pM) v MeOH (finalni
koncentrace rozpoustédla nesmi piesdhnout v jamce 2%).

7. Piikryjte destiCku vickem a tfepejte 20s na tfepacce. Inkubujeme pii 30°C ve tmé po dobu
2,5 hodiny.

8. Po inkubaci pomoci dispenzori v luminometru Luminoskan Ascent (Thermo) pfidame 96l
ImM roztoku luciferinu.

9. Zme¢iime ihned luminiscenci — vzorek je staly pouze okolo 5 az 10-ti minut.

4. VYSLEDKY:

Nameétené hodnoty jsou v relativnich luminiscenénich jednotkadch (RLU). Kazdy vzorek je
zméfen v triplikdtech (tfi opakovani). Ze ziskanych dat vytvofime pramérné hodnoty
pro jednotlivé triplikdty, ze kterych vytvofime nejdiive spojnicovy graf, vypocteme
smérodatné odchylky a odstranime ptipadné vyrazné odlisné hodnoty.

Potom od vSech hodnot odecteme primérnou hodnotu luminiscence, kterou dosahuje samotné
rozpoustédlo. Hodnoty RLU pfepocitame na procenta. Jako 0 % odpovédi bereme
rozpoustédlovou kontrolu, jako 100% koncentraci testosteronu, kterd dosahla nejvyssi
indukce luminiscence.

Pro vypocet EC 50 zlogaritmujeme hodnoty koncentrace a vytvofime bodovy graf
(osa x — koncentrace, osa y - % odpovédi). Body v linearni oblasti prolozime regresni
piimkou a pomoci rovnice regrese vypocteme hodnotu logaritmu koncentrace a naslednym
odlogaritmovanim ziskame hodnotu EC 50.

V ptipadé pozitivni odpovédi vzorku vypocitdme kolik ng testosteronu zptsobilo ekvivalentni
odpovéd’ vzorku - vypocitame v jaké koncentraci vzorek zplisobuje stejnou odpovéd’ jako
50% (ptipadné 25%) odpovéd testosteronu. Po té vyhodnotime mnoZstvi androgenniho
ekvivalentu na 1 1 vzorku, takZe vysledny androgenni potencidl vzorku vyjadiime
v jednotkach AEQ ng /1.
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Navod ke cviceni z ekotoxikologickych biotestit od Martina Benizka

Protokol

Protokol by mél obsahovat:

1) Stru¢ny popis principu metody

2) Pouzity material a chemikalie

3) Postup: Vypsat co piesn¢ jste délali, jaké aminokyseliny se pridavaly do média, do agaru,

jaké vzorky v jakych koncentracich byly testovany, jaka latka byla pouzita pro kalibraci atd.

4) Vyhodnoceni vysledki — vytvofeni spojnicového grafu, ktery obsahuje také smérodatné
odchylky. Vypocet hodnoty EC 50, vypocet androgenniho potencialu vzorku.

5) Zavér



