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Sledovat ovlivnéni ¢i priabeh genové exprese je v mnoha studiich velmi dilezitou soucasti vyzkumu. V soucasné dobé
dochazi k rozvoji mnoha metod usnadiiyjicich sledovani regulace genové exprese, jednim z takovych piikladl je vyuZzi-
ti tzv. genovych reportérovych testii (z angl. gene reporter assays). Tyto systémy predstavuji rozsahly soubor nastroji ke
studiu regulacnich sekvenci promotort, zesilovacu a transkripénich faktort. Existuje cela fada testt vyuzivajicich reporté-
rové buiiky pro stanoveni biologické aktivity studovanych sloucenin. Cilem tohoto ptehledového ¢lanku je predstavit pii-
pravu reportérovych plasmidu, coz je vzdy prvnim krokem u testd vyuzivajicich reportérové geny. Nasledné budou popsa-
ny nejcastejsi druhy reportérovych testl a predstaveny ptiklady jejich pouziti v testovani in vitro.
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Obsah kuptikladu neschopnost sledovani molekuldrnich mecha-
nismil zapojenych do procesu regulace genové exprese.

1. Uvod V soucasné dobé dochazi krozvoji mnoha metod
2. Plasmid a jeho pouziti pro pfenos genetické informace usnadujicich sledovani regulace genové exprese. Jednim
3. Druhy reportérovych testt z takovych pfikladd je vyuziti tzv. genovych reportéro-
3.1. Luciferasa (EC 1.13.12.7) vych testld (z angl. gene reporter assays). Jak jiz nazev
3.2. Zeleny fluorescenéni protein napovida, jedna se o systém, ktery informuje (reportuje)

4. Piiklady reportérovych testti o genové expresi. Tyto systémy pifedstavuji rozsahly sou-
4.1. SOS chromotest/Umu test bor néastrojii ke studiu regulacnich sekvenci promotort,
4.2. VITOTOX test zesilovacl a transkrip¢nich faktort. Pti ptipravé bakterial-
4.3. Test ToxTracker nich i eukaryotnich bunénych linii pro vznik reportéro-
4.4. Reportérové vektory pGL4 vych testovacich systémid genotoxicity vyuzivame znamé
4.5. Signal Finder Stress & Toxicity 10-pathway biomarkery, které diky toxicité vzorku produkuji snadno
Reporter Array kvantifikovatelny signal. Reportérovy gen je umistén pod

5. Zavér kontrolou promotoru cilového genu. Vizualizace specific-

kych drah, aktivovanych bunécnou stresovou odezvou po
reakci na poskozeni, poskytuje pohled na typ a rozsah

1. Uvod indukovaného poskozeni bunék, atedy na biologickou
aktivitu slou¢enin®.

Regulace genové exprese v eukaryotnich bunkach je Bakterie jsou vhodnymi akceptory reportéri diky
v ramci bunééné signalizace zajiStovana prostiednictvim svym rychlym reakcim, nizké ceng, jednoduchému ucho-
vazby transkrip¢nich faktori do tzv. promotorové oblasti vani a snadné genetické manipulaci. K dispozici je viak
genu, ¢imz dojde ke‘spuéténi_ ¢i potlaceni exprese danéhp ispousta eukaryotnich kment, piikladem mutze byt re-
genu. Sledovat ovlivnéni ¢i priib&h genové exprese je kombinantni kvasinkovy kmen Saccharomyces cerevisiae
v mnoha studiich velmi duleZitou soucasti V}'/Zkumu. Jako BY4741 s reportérov}'/m plasmidem S genem pro Zelen}'/
nejjednodussi pfistup se Casto voli kvantifikace semi-/ fluorescenéni protein (GFP), Hzenym promotorem ribo-
finalniho produktu genu (mRNA ¢i proteinu) prislusnymi nukleotid-difosfatreduktasy (RNR3) reagujicim na posko-
technikami molekuldrni biologie (napf. kvantitativni poly- zeni DNA (cit.®). V lidskych buiikich hepatocelularniho
merasova reakce po reverzni transkripci mRNA, RT-gPCR karcinomu (linie HepG2) byly piipraveny rtizné sublinie
¢i Western blot). Tento piistup ma ovSem fadu limitaci, zaloZené na vysoce vykonnych luciferasovych reportéro-
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vych testech vyuzivajicich signalni drahy p53, Nrf2,
RADS5IC a cystatin A (cit.*).

Bunécné testy in vitro zaloZené na reportérech ziska-
vaji stale veétsi ditleZitost pfi hodnoceni rizik chemickych
latek pro lidské zdravi. Jejich velkou vyhodou je snadné
vyuZziti pfi vysokokapacitnim testovani (HTS, z angl. high-
throughput screening), kde poskytuji rychlou a levnou
primarni informaci. V bunénych testovacich modelech
in vitro je sledovana specificka receptorova interakce mezi
chemickou latkou a bunéénym modelem nebo reakce bun-
ky na stresovy podnét (obr. 1). Po aktivaci piislusné sig-
nélni drahy ¢i responsivniho elementu dochéazi k odpovédi
bunky expresi reportérového genu. Jednim z velmi univer-
zalnich a cCasto pouzivanych responsivnich elementi je
ARE (z angl. antioxidant response element), ktery se pfi-
rozené nachazi v promotorové oblasti nékolika gent kodu-
jicich detoxikaéni enzymy a cytoprotektivni proteiny.

Mezi nejcast€jsi reportérové geny patii geny kodujici
luciferasu, fluorescencni proteiny (napi. GFP nebo RFP,
zangl. green/red fluorescent protein), P-laktamasu
(B-laktamhydrolasa, EC 3.5.2.6) (cit.”) nebo sekretovanou
embryonalni alkalickou fosfatasu (SEAP, z angl. secreted
embryonic alkaline phosphatase, EC 3.1.3.1). Prvnim kro-
kem pripravy testd reportérového genu je konstrukce re-
portérového plasmidu a jeho naslednd, prechodna
(transientni) nebo stabilni (trvald) transfekce do hostitelské
buiiky. Tento pfistup poskytuje hlubsi a citlivejsi pohled
na mechanismus toxického efektu chemické latky nez
standardni testy toxicity®.

2. Plasmid a jeho pouZiti pro prenos genetické
informace

Plasmidy jsou dopliikova genetickd informace, kterd
je tvofena dvouvldknovou molekulou DNA (dsDNA,
z angl. double stranded) obsahujici vlastni replikacni poca-
tek. Chovaji se jako autonomni replikony nezavislé na
chromosomu’. Pfirozené existuji zejména v bakterialnich
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buikach a vyskytuji se také v nékterych eukaryotech.
V genovém inzenyrstvi se plasmidy pouzivaji jako vekto-
ry pro pienos genetické informace® (obr. 2).

Obecn¢ by tyto vektory mély byt slozeny z n€kolika
sekvenci, které je ¢ini vhodnymi pro transformaci/
transfekci a selekci hostitelského organismu. Prvni sek-
venci je pocatek replikace (ori), ktery je rozpoznan bunéc-
nym replikaénim aparatem a také definuje pocet kopii
daného plasmidu v buiice’. Pro piipravu reportérového
bunééného organismu se obvykle vyuziva plasmid se dvé-
ma pocatky replikace, prvni znich umoZzni replikaci
v bakterialni buiice (obvykle oriC z Escherichia coli),
druhy znich v eukaryotni bunice (obvykle SV40 zangl.
Simian virus 40). Dalsi klicovou slozkou plasmidu je se-
lekéni marker, kterym mize byt jakykoli gen poskytujici
selektivni vyhodu pozitivnim transformantim (nejcastéji
rezistence k antibiotiku, napf. gen pro hygromycinfosfo-
transferasu (ATP:hygromycin-B 4-O-fosfotransferasa, EC
2.7.1.163), neboli kinasa poskytujici rezistenci
k hygromycinu jeho inaktivaci pomoci fosforylace)'.

Mezi dalsi potiebné sekvence se fadi klonovaci misto
(MCS, z angl. multicloning site), usnadiujici klonovani
pozadované sekvence DNA a obsahujici nékolik mist pro
rozpoznani riznymi restrikénimi enzymy''. V reportéro-
vych vektorech je promotor cilového genu nasledovan
sekvenci genu reportérového proteinu, ktery mulze byt
fluorescenéni'?, luminiscenéni”® nebo se mize jednat
oenzym (napi. p-p-galaktosidasa', B-p-galaktosid-
galaktohydrolasa, EC 3.2.1.23).

Ptipraveny reportérovy plasmid je nasledné vlozen do
bakterialni bunky za ufelem pomnozeni. Plasmid se do
bakteridlni buiiky vkladd riznymi technikami, napf. tep-
lotnim Sokem, elektroporaci nebo pomoci lipofekénich
ginidel'. Nasledné musi dojit k pfechodné (transientni)
nebo stabilni transfekci vektoru do vhodné bunécné linie.
Tyto reportérové vektory umoziuji analyzu kinetiky geno-
vé exprese in vivo v prub&hu riistu organismu, coZ umoz-
tiuje sofistikované studie i na Grovni jednotlivych bungk'®.
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Obr. 1. Schéma principu méfeni pomoci reportérového testu. Nakresleno v ChemDraw Professional 16.0.
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Obr. 2. Zakladni sekvence reportérového plasmidu (vektoru pro pi‘enos genetické informace). Plasmid obvykle obsahuje pocatek
replikace (ori) a pocatek replikace pro savéi burniky (zIuta barva), gen pro selekci v bakteriich (rizova barva), klonovaci misto (Seda bar-
va), reportérovy gen cilového proteinu napf: luciferasa (zelena barva), polyadenyla¢ni misto (zlutd barva), SV40 promotor (svétle modra)
a selek¢éni marker pro eukaryotni buiiky (tmavé modra). Hygro = hygromycinfosfotransferasa (EC 2.7.1.163), MCS = multiklonovaci
misto, Amp = rezistence k ampicilinu (gen kodujici B-laktamasu, EC 3.5.2.6). Nakresleno v ChemDraw Professional 16.0.

3. Druhy reportérovych testi

Existuje cela tada testd vyuzivajicich reportérové
buiiky pro stanoveni biologické aktivity studovanych slou-
Cenin. Tyto testy mohou stanovit schopnost sloucenin in-
dukovat bunécnou proliferaci, apoptozu, expresi cytokind
nebo piisobit cytotoxicky'’, a tim nahradit ndkteré t&zko-
padné tradiéni testy'®.

Reportérové genové testy vyuZzivaji aktivaci nebo
inaktivaci signalni drahy, ktera ovliviiuje expresi stabilné
transfekovanych reportérovych genti pod kontrolou pfi-
slusnych regulaénich prvka'. Jeden z dosud nejlépe cha-
rakterizovanych bioluminiscenénich proteinti je luciferasa,
ktera katalyzuje oxidaci substratu, coz vede k reakci pro-
dukujici svétlo'®. Vazba ligandu na transmembranovy
receptor za normalnich podminek vede k aktivaci intrace-
luldrni signélni drahy, ktera zahrnuje modifikaci signal-
nich molekul (napt. fosforylaci), translokaci do jadra, ex-
presi specifickych proteini (napt. cytokini) a vysledné
fenotypové zmény (napf. proliferaci, apoptozu aj.). Kdyz
je vsak aktivovana signalni draha u reportérové bunky,
transkrip¢ni faktor se navaze na regulacni oblasti ve stabil-
n¢ transfekovanych bunkach a vysledkem je exprese re-
portéru, napf. genu pro luciferasu. Mira signalu je pak
pfimo imérna schopnosti testované slouceniny ovliviiovat
predmétnou signalni drahu nebo receptor®.

3.1. Luciferasa (EC 1.13.12.7)

Reportérové testy vyuzivajici gen pro luciferasu jsou
jednémi z nejpouzivangjSich kvuli své vysoké citlivosti
a snadné manipulaci. Reportérovy plasmid obsahuje pro-
motorovou oblast pozadovaného genu nasledovanou luci-
ferasovym genem. Kdyz je konstrukt transfekovan do bun-
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ky, luciferasa je produkovana v mnozstvi, které je imérné
aktivit¢ promotoru. Luciferasu (a tedy promotorovou akti-
vitu) Ize poté kvantifikovat méfenim luminiscence produ-
kované po piidani enzymového substratu?'. Luciferasa
(p-firefly  luciferin:kyslik-4-oxidoreduktasa  (dekarbo-
xylujici, ATP-hydrolyzujici), EC 1.13.12.7.) ze svétlusky
Photinus pyralis (FLuc) je nejrozsifencjsi luciferasa vyu-
zivana pro bioluminiscenc¢ni testy. FLuc vyzaduje pfitom-
nost O,, Mg*" a ATP, v jejichz piitomnosti katalyzuje
oxidaci D-luciferinu na oxyluciferin se soucasnou emisi
fotonu. Existuji v§ak mozné inhibitory FLuc, obvykle se
jedna o nizkomolekularni slouceniny s planarnimi struktu-
rami***  soutéZici o vazebné misto se substratem
(D-luciferinem nebo ATP). Dalsi nevyhodou je rychlost
reakce a tim nutné vybaveni detektoru injektorem. Zejmé-
na tyto davody vedou kvyvoji novych systéml
s luciferasami z novych zdroju.

Dalsi pouzivana luciferasa (koelenterazin:kyslik-2-
-oxidoreduktasa (dekarboxylujici), EC 1.13.12.5) je ptvo-
dem z moiské sasanky Renilla reniformis (RLuc) a Casto
se kombinuje s FLuc napf. pii stanoveni cytotoxicity®**.
RLuc katalyzuje podobnou reakci jako FLuc, dochazi
k oxidaci substratu, a to koelenterazinu za vzniku svételné
emise. Kazda z téchto dvou zminénych luciferas generuje
svételnou emisi v riiznych vinovych délkach® (obr. 3).

3.2. Zeleny fluorescen¢ni protein

Zeleny  fluorescencni protein  (GFP) je dalsi
v biologickych systémech velmi pouzivany reportérovy
gen. Plvodni sekvence genu GFP byla klonovana
z meduzy Aequorea victoria, produkt tohoto genu je nejvi-
ce studovanym zelené fluoreskujicim proteinem”’. Je odol-
ny vuéi pH indukovanym konformaénim zménam
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Obr. 3. Biochemicka reakce katalyzovana luciferasou ze svétlusky Photinus pyralis (FLuc) a moiské sasanky Renilla reniformis

(RLuc). Nakresleno v ChemDraw Professional 16.0

a denaturaci. Exprese genu pro GFP je druhové nezavisla
anevyzaduje zadné dalsi kofaktory, substraty nebo jiné
genové produkty z meduzy. Intenzita fluorescence GFP je
pfimym méfenim transkripéni aktivity promotoru, ktery
fidi expresi genu a odpovidajici produkci proteinu. Ko-
mercné dostupné plasmidy obvykle umoziuji klonovani
genu zajmu bud’ pied a nebo za sekvenci fluorescen¢niho
proteinu, ¢imz umoznuji N- ¢i C-terminalni fizi vznikaji-
ciho proteinu. Tyto plasmidy umoznuji fizenou expresi
v riznych bunikach a organismech, vcetn¢ bakterii, kvasi-
nek a sav€ich bunék. V soucasné dobé¢ je snaha o zavedeni
vylepSenych variant GFP, které by zlepsily fluorescencni
vlastnosti a stabilizovaly expresi v savéich buiikach'’.
Dostupnost spektralné odlisnych fluorescencnich proteini
muize také oteviit nové cesty pro zobrazovani interakci
protein-protein v in vitro a in vivo diagnostice.

4. Priklady reportérovych testi

Pokud si nechceme ptipravovat reportérovy plasmid
sami, je mozné vyuzit sbirku komer¢nich reportérovych
plasmidd, které jsou pfipraveny pro transfekci lidskych
bungk, ¢i dokonce i pfipravené bakteridlni nebo sav¢i bu-
nécné reportérové linie. O nejcastéji pouzivanych reporté-
rovych bunkach a plasmidech pojednavaji nasledujici ka-
pitoly.

4.1. SOS chromotest/Umu test

SOS chromotest a Umu test jsou dvé rychlé kolori-
metrické mikrobidlni metody =zalozené na produkci
B-galaktosidasy (B-gal) jako odpovédi na poskozeni DNA.
Poskozenim DNA se aktivuji geny tzv. SOS opravné
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drahy (cit.”®). Faze genu lacZ s SOS opravnym genem
(sfid) v genomu E. coli K12 je komer¢né dostupna pro-
stftednictvim bakterialniho kmene E. coli K12 PQ37. Po
vystaveni mutagenni latce a poSkozeni DNA je spustén
opravny systém, ktery indukuje produkci enzymu p-gal.
ZvySena syntéza enzymu zpusobi konverzi bezbarvého
substratu 5-brom-4-chlor-2-indolyl-B-p-galaktopyranosidu
(X-gal) na modry produkt, jehoz intenzita je métena spek-
trofotometricky. Test je mozné provést jako zkumavkovy
nebo v modifikované verzi na mikrotitraéni desticce.

Umu operon je zodpoveédny za ochranu pfed chemic-
kou a radiacni mutagenezi. Princip je zaloZen na schop-
nosti latek poskozujicich DNA, z nichZz vétSina mutze byt
potencialnimi karcinogeny, indukovat expresi umu opero-
nu. Produkty gend indukovatelnych poSkozenim — recA
alexA, dale reguluji expresi gentl, jejichZ produkty jsou
zodpovédné za opravné mechanismy buiiky indukei umu
operonu. Latka poSkozujici DNA tedy indukuje drahu
produkujici enzym B-gal, ktery §tépi substrat o-nitrofenyl-
-B-p-galaktosid (ONPG) na zluty produkt o-nitrofenyl
(ONP). Plasmid byl ptivodné vyvinut pro pouziti v bakte-
rii Salmonella typhimurium TA1535 a pozdé€ji modifiko-
van pro E. coli**>°. Test je z 90 % srovnatelny s Ameso-
vym testem, avSak ma praktické vyhody. Bunééna toxicita
v této metodé neni problém a buiiky nemusi pfezit, test je
také Casové méné naroény’'. Nevyhodou je skutenost, Ze
nekteré latky nemusi vykazovat mutagenni vlastnosti
i pfes jejich znamou karcinogenitu, nebo je vykazuji pou-
ze u jednoho z testll. Ne vSechny latky indukuji poskozeni
Umu operonu a také SOS odpovéd nemusi byt spusténa
pouze chemickymi slou¢eninami, ale vysokou teplotou
nebo ¢inkem DMSO (cit.*?).
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4.2. VITOTOX test

VITOTOX test (vyvinuty Vlamskym institutem pro
technologicky vyzkum, z angl. Flemish Institute for Tech-
nological Research, Mol, Belgie) je vysoce U¢inny bakteri-
alni genotoxicky test, ktery je zaloZen na bioluminiscenci
a umoznuje snadnou, velmi rychlou a levnou detekci ge-
notoxickych sloucenin. Je pfinejmensim stejné citlivy jako
Amesiv test a SOS chromotest™. V tomto testu jsou pou-
Zity dva geneticky upravené bakteridlni kmeny, nejcastéji
Salmonella typhimurium, nékdy i E. coli, které obsahuji
luciferasovy operon lux (luxCDABE) z Vibrio fischeri pod
transkripéni kontrolou recN promotoru, ktery je soucasti
SOS opravného systému DNA. Soucasti testu je také
kmen TA104 prl, ktery konstitutivné exprimuje /ux ope-
ron a slouzi jako kontrola toxicity. Po inkubaci bakterii
v pritomnosti genotoxické slouceniny se recN promotor
dereprimuje, coz vede k indukci /ux operonu. Exprese vede
k produkci svétla v zavislosti na genotoxicite.

Test je uzitecny pro rychlé testovani velkého poctu
chemikalii s malym mnoZstvim spotfebovaného materialu,
méfeni probiha automaticky a sbér a zpracovani dat muze
byt také zcela automatizovano, coz snizuje naklady na
pracovni silu*.

4.3. Test ToxTracker

Reportérovy systém ToxTracker (komercné dostupny
od firmy Toxys, spin-off zaloZzeny roku 2014 Lékatskym
centrem Leidenské univerzity, Nizozemi) je zaloZeny na
biomarkerech fuzovanych s genem kodujicim GFP. Sys-
tém je zaloZen na Sesti riznych biomarkerovych genech,
které byly zavedeny transfekci do mysich embryonalnich
kmenovych linii (obr. 4).

Mitoticky stres

S

Chyby pri i

replll\'/t;l 2’_ A A (., Genomovi
p ) ) (= /2| nestabilita a
K_.L/'J ~ P |\\_/;' mutace

Chem. Listy 117, 487-494 (2023)

Test vyuziva rozdilnou citlivost riznych bunéénych
linii a umoznuje predikci primarnich vlastnosti znamych
ineznamych chemikalii. Exprese vybranych genil speci-
ficky reflektuje poskozeni DNA, oxidativni stres ¢i posko-
zeni proteinil. Exprese reportérit GFP je stanovena prito-
kovou cytometrii’.

Genotoxicita je detegovana reportérem Bsc/2-GFP,
ktery je aktivovan promutagennimi lézemi DNA
a replikaénim stresem, a jeho indukce v reakci na posko-
zeni je spojena s aktivaci ATR/CHKI signaliza¢ni drahy.
ATR (ataxie teleangiektasie a Rad3 pifibuzné proteiny)
spolu s kinasou CHKI1 aktivuji mnoho mechanismil opra-
vy DNA a slouzi jako kontrolni bod replikace®’. Reportér
Rtkn-GFP je aktivovan vznikem dvouvldknovych zlomi
DNA. Reportér Srxni-GFP je aktivovan pii zvySené urov-
ni oxida¢niho stresu a je soucasti antioxidacni drahy
s transkripénim faktorem Nrf2, obdobné jako reportér
Blvrb-GFP. Btg2-GFP reportérovy systém je zaloZen na
pS3-responzivnim elementu Btg2 genu a je aktivovan Siro-
kym spektrem toxickych sloucenin. Ddit3-GFP je piimo
spojen s bunéénou odpovédi na $patné sbalené proteiny?.

V porovnani s pfedchozimi metodami vykazuje tento
systém vysokou senzitivitu i specifitu a poskytuje vykon-
ny nastroj pro hodnoceni rizika novych chemikalii pfi
soucasném zjisténi genotoxickych a/nebo oxidacnich
vlastnosti slouceniny.

Po rané mezilaboratorni valida¢ni studii byla v roce
2017 zahgjena oficidlni validacni studie OECD
(Organizace pro hospodatskou spolupraci a rozvoj, z angl.
Organisation for Economic Co-operation and Develop-
ment). V této validacni studii testuje 7 laboratofi z rtz-
nych primyslovych odvétvi (farmakochemie, chemie
a CRO) vybér 64 genotoxickych a negenotoxickych slou-
Cenin. Studie se provadi podle pokyni OECD, a pokud
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Obr. 4. Prehled hlavnich typiu biologického poskozeni a pFislu$né spojeni s biomarkery. Nakresleno v ChemDraw Professional
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dobfe dopadne, mohlo by se jednat o oficidlnim pfijeti
a zafazeni testu do standardni regulacni strategie bezpec-
nostnich testd.

4.4. Reportérové vektory pGL4

Luciferasové reportérové vektory pGL4, komeréné
dostupné od firmy Promega Corporation (Madison, Wis-
consin, USA), jsou dalsi generaci reportérovych genovych
vektorli urenych pro expresi v sav¢ich buitkach. K dispo-
zici je fada konfiguraci vektori pGL4, v¢etné téch se syn-
tetickymi geny luc2 (Photinus pyralis) a hRluc (Renilla
reniformis), které byly kodonové uzptsobeny pro u€innéj-
i expresi v savéich bunkach. Proteiny kddované témito
geny reaguji rychleji a ve veétsi mife na zmény v trans-
kripcni aktivité nez jejich predchtdci. Kromé toho byly
reportérové geny i vektorova kostra, véetné genu bakteri-
alni rezistence (B-laktamasa), a sav¢i selektovatelné geny
(rezistence pro hygromycin, neomycin nebo puromycin),
navrzeny tak, aby se snizil pocet vazebnych mist pro
transkrip¢ni faktory a riziko anomalni transkripce.

Signalni drahy, jejichz aktivace je sledovana pomoci
pGL4 reportérovych plasmidi, zahrnuji signalni drahu
MAPK/INK, ve které je responsivni element pro aktivacni
protein 1 indukovatelny napf. forbol-12-myristat-13-ace-
taitem (PMA). PMA je zndmy jako aktivator proteinovych
kinas. Dalsi signalni draha souvisi se zanétem, responsivni
element pro jaderny faktor NF-«f je zde aktivovan napft.
tumor nekrotizujicim faktorem — TNFa. Signalni draha
oxidativniho stresu je reprezentovana responsivnim ele-
mentem pro faktor Nrf2 aktivovany napt. fert-butyl-
hydrochinonem. Poskozeni DNA je sledovano aktivaci
responsivniho elementu pro protein pS53, napt. doxorubici-
nem. Stres endoplasmatického retikula je stanoven pomoci
responsivniho elementu pro aktivacni transkripcni faktor 6,
ktery je aktivovan napf. tunikamycinem, inhibitoremem
syntézy glykoproteind. Stres zpuisobeny tézkymi kovy je
sledovan aktivaci responsivniho elementu pro responsivni
transkripéni faktor 1 reagujici na kovy (napf. ZnSOy).
Tepelny Sok souvisi s aktivaci responsivniho elementu pro
faktor 1 tepelného Soku pomoci napt. 17-allylamino-17-de-
metoxygeldanamycinu, ktery je inhibitorem proteinu p90
tepelného Soku. Hypoxie se stanovuje aktivaci responsivni-
ho elementu pro faktor la indukovaného hypoxii
(aktivovan napt. fenantrolinem). Stres vyvolany xenobioti-
ky je sledovan aktivaci responsivniho elementu pro
arylhydrokarbonovy receptor, napf. prostiednictvim
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxinu — persistentniho or-
ganického polutantu.

4.5. Signal Finder Stress & Toxicity 10-Pathway
Reporter Array

Vektory pGL4 od firmy Promega jsou k dostani jako
jednotlivé plasmidy, které si uzivatel mize cilené vybrat
anasledné snimi pracovat. O krok déal je feSeni firmy
Qiagen (Hilden, Némecko), které nabizi set deseti vektori
pro sledovani stresu a toxicity chemickych sloucenin akti-
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vaci signalnich drah. Sledované signalni drahy se nelisi od
feSeni firmy Promega, pouze jsou doplnéné o vektor
s glukokortikoidnim responsivnim elementem. Gen pro
glukokortikoidni receptor je exprimovan téméf v kazdé
butice v téle a jeho signalni draha reguluje expresi gent
fidicich vyvoj, metabolismus a imunitni odpoveéd’. Néktera
xenobiotika, vSudypfitomna v prostfedi, se mohou vazat
na glukokortikoidni receptor a jsou tak schopnd modulo-
vat nasledné ucinky, které¢ zahrnuji reakce na zanétlivé,
alergické, metabolické, neoplastické a autoimunitni proce-
sy. Mnoha xenobiotika mohou mit prostfednictvim inter-
akce s glukokortikoidnim receptorem Skodlivé toxické
Gi¢inky s potencidlng smrtelnymi nasledky’®.

Pathway Reporter Array je pfipravena ve formatu
96-jamkové desticky, kdy kazdy sloupec obsahuje jeden
reportérovy vektor a posledni dva sloupce obsahuji vektor
pro pozitivni a negativni kontrolu. Pathway Reporter
Array je navrZzen jako dudlni test obsahujici vzdy dva vek-
tory — vektor s genem pro luciferasu ze svétlusky pod kon-
trolou responsivniho elementu a vektor s genem pro luci-
ferasu ze sasanky pod kontrolou konstitutivniho promoto-
ru CMV (promotor lidského cytomegaloviru). Toto dualni
uspofadani umoziuje normalizaci detegovaného signalu
na pocet pozitivné transfekovanych bunek.

5. Zavéry

Oblast toxikologie v soucasné dobé prochazi posu-
nem od tradi¢nich studii expozice zvifat smérem k vysoce
vykonnym pfistupim vyuzivajicim vypocetni modely,
alternativni zvifeci modely a in vitro modelové systémy
zalozené na bunikach. Testy in vitro pro predikci toxickych
a genotoxickych vlastnosti latek (Amestv test, hprt test,
kometovy test aj.) se primarné zamétuji na hodnoceni
genotoxického potencialu a obecné neberou v uvahu alter-
nativni typy biologického poskozeni a selhavaji v integra-
ci riznych metabolickych dé&jt, které mohou byt dilezité
pro predikci nebezpeci®’. Relativné vysokd specifita Ame-
sova testu vyuzivajiciho bakteridlni buiiky a nizka specifi-
ta (Casté falesné pozitivni vysledky) zavedenych testd na
savCich bunkach ¢asto vedou k mnoha potizim. Nejedna
se tedy o zadouci vlastnosti ¢inného pfistupu v predikci
toxicity a mutagenity, nebot’ vCetné¢ promarnéného Casu
dochazi k finan¢nim ztratdm, a pokud je vyzadovéano
itestovani in vivo, k nadmérnému vyuziti laboratornich
zvifat.

Potencialni toxické vlastnosti chemikalii Ize snadnéji
posoudit sledovanim aktivace specifickych bunéénych
signalnich drah. K aktivaci té€chto drah mtize dojit pfi niz-
Sich koncentracich a kratSich expozi¢nich casech nez
u jinych koncovych bodu, jako je napf. sledovani bunééné
smrti, cozZ z nich déla dobré nastroje pro predikci nasledné
toxicity. Kromé¢ toho mtize testovani aktivace drah streso-
vé reakce poskytnout informace o zptisobu ptisobeni slou-
Ceniny a tyto drahy lze studovat v riznych typech bunék,
coz umozni zisk informaci o tkanové specifickych reak-
cich na chemickou expozici. Reportérové testy nam nabizi
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Siroké detekéni spektrum a vysokou citlivost. OvSem
vzhledem k tomu, ze vétSina navrhovanych testti vyuZziva-
jicich reportérové geny dosud nebyla validovdna ve vel-
kych srovnavacich studiich se standardnimi metodami, ani
nebyly provedeny mezilaboratorni testy a stanovena jejich
reprodukovatelnost, mély by se vyuzivat spolu s dosud
zavedenymi metodami k lepsi interpretaci vysledki®®.

Autori dekuji Ministerstvu Skolstvi, mladeze a télovy-
chovy za poskytnuti financnich prostiedkii prostrednictvim
projektu INTER-COST (LTC20015). Tento vystup vznikl
v ramci projektu Specifického vysokoskolského vyzkumu —
projekt ¢. A2 FPBT 2022 055.

Seznam zkratek

Amp ampicilin

ATB antibiotika

B-gal B-galaktosidasa

CMV lidsky cytomegalovirus

DMSO dimethylsulfoxid

dsDNA double stranded DNA, dvouvldknova DNA

FLuc luciferasa ze svétlusky Photinus pyralis

GFP green fluorescent protein, zeleny
fluorescenc¢ni protein

HepG2 lidsky hepatocelularni karcinom

HTS high-throughput screening

Hprt hypoxanthine phosphoribosyltransferase

Hygro hygromycin

lacZ gen kodujici enzym B-galaktosidasu

MCS multicloning site, multiklonovaci misto

mRNA messenger RNA,

NF-xp nuklearni faktor kappa B

OECD z angl. Organisation for Economic
Co-operation and Development

ONPG o-nitrofenyl-p-p-galaktosid

ONP o-nitrofenyl

ori pocatek replikace

PMA forbol-12-myristat-13-acetat

RFP red fluorescent protein, ¢ervené fluoreskujici
protein

RLuc luciferasa z moiské sasanky Renilla
reniformis

RT-qPCR Real-time polymerase chain reaction

SEAP secreted embryonic alkaline phosphatase

sfid SOS reparacni gen

SV 40 Simian virus 40

TNFa tumor nekrotizujici faktor o

Umu operon zodpovédny za ochranu pied
chemickou a radiaéni mutagenezi

X-gal 5-brom-4-chlor-2-indolyl-B-D-
galaktopyranosid
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D. Cikov4, N. Jelenova, and J. Viktorova
(Department of Biochemistry and Microbiology, Universi-
ty of Chemistry and Technology, Prague, Czech Repub-
lic): Use of Reporter Assays in Monitoring Cellular
Stress and Toxicity

Monitoring the influence or process of gene expres-
sion is a very important part of research in many studies.
Currently, many methods are being developed to facilitate
the monitoring of gene expression regulation, the use of
gene reporter assays being one of the examples. These
systems represent an extensive set of tools to study the
regulatory sequences of promoters, enhancers, and tran-
scription factors. There are several assays using reporter
cells to determine the biological activity of the compounds
studied. The aim of this review article is to present the
preparation of reporter plasmids, which is always the first
step in assays using reporter genes. Subsequently, the
most common types of reporter test are described, and
examples of their use in in vitro testing are presented.

Keywords: plasmid, regulation of gene expression, trans-
fection, luciferase, in vitro assay, reporter, genotoxicity,
DNA damage



