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Seznam zkratek

SDS - sodium dodecyl sulfat

CHAPS - 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]- I -propansulfonat
GTP — guanosin trifosfat )
GDP — guanosin difosfat

ATP — adenosin trifosfat

ADP — adenosin difosfat

AMP — adenosin monofosfat

mRNA — messenger RNA

tRNA — transferovda RNA

EDTA — ethylen diamin tetraoctova kyselina
EGTA - ethylen glykol tetraoctova kyselina

BAPTA - 1,2-bis(o-aminofenoxy)ethan-N,N,N',N'-tetraoctova kyselina
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Abstrakt

Stresory jsou dulezitymi nastroji pro funkéni analyzu gent. Pomoci jejich aplikace lze
studovat mnoho procest probihajicich v buiice. Pouzitelnych stresori je bezpocet ve smyslu
derivati se stejnymi ¢i podobnymi fyziologickymi u¢inky jako ptivodni chemikalie. Tato
prace se zabyva jejich utfidénim do nékolika skupin, a to podle cilovych struktur ¢i procesu,
které v bunce ovliviiuji. Prace popisuje tyto skupiny a mechanismus pisobeni nékterych jejich
zastupcu. Zakladni rozdéleni odliSuje cilené a nespecifické stresory. Nespecifické stresory
maji pleiotropni uc¢inky, dusledkem jejich vlivu je stresovy stav vyvolany celkovym
pisobenim na bunku. Pro ostatni stresory nejcastéji plati. ze pusobi specificky na jednu
buné¢nou strukturu, nebo se omezuji maximalné na jeden proces. V praci jsou stresory tiidény
Jiz do presnéjSich skupin. Specifické stresory jsou zafazeny podle cilové struktury, stresory

nespecifické na zdkladé jejich obecnych ucinka.

Abstract

Stressors are important tools in gene functional analysis. With the use of stressors it is
possible to study many processes taking place in the cell. There is a vast amount of stressors
in terms of derivatives with the same or similar physiological effects as the parent chemical.
In this essay I address their classification into several groups, concerning the target structures
or processes that are affected in the cell. Here 1 describe these groups and the mechanism of
action of their selected members. The basic classification distinguishes targeted and
nonspecific stressors. The nonspecific stressors perform pleiotropic effects, the stress status is
due to their impact. As for the other stressors, they, in most cases, only influence one cell
structure or are restricted to one process at most. In this work the stressors are already sorted
to more specific groups. The targeted stressors are categorised according to their target

structure, the nonspecific ones pursuant to their general effects.



Uvod

Tato prace se zabyva utiidénim stresori pouzivanych pro studium kvasinky
Schizosaccharomyces pombe do nékolika skupin, a to podle cilové struktury ¢i procesu, a
stru¢nym popisem mechanismu jejich plisobeni. V prvni ¢asti se zaméfuje na jedy ovliviiujici
vzdy néjakou specifickou bunécnou strukturu, pfipadné proces. Pii objasnéni mechanismu
ucinku se v kazdé skupiné stresor omezuje pro jednoduchost pouze na vybrané zastupce
kazdé skupiny. V pfipad¢ cilenych inhibitori je jejich pusobeni ne vzdy dokonale
charakterizovano a ujasnéno, proto je v nékterych pripadech nesnadné je jednoznacné tridit do
konkrétnich podskupin. Jejich zatazeni do obecnych skupin vsak plati. Ve druhé ¢asti prace
jsou popsany obecnéjsi stresory, které maji na bunku nespecifické dopady. Nejedna se o
cilené inhibitory, ale o stresové stavy vyvolané celkovym plsobenim daného stresoru na
bunku. Takové stavy vyzaduji komplexni systémovou odpovéd’, jejich ucinky nelze vztadhnout

na konkrétni proces.

Za pouziti stresoru lze charakterizovat rizné geny zapojené do tvorby bunécnych struktur ¢i
jejich regulace. Pomoci srovnavaci analyzy divokého kmene s kmenem mutantnim. jenz
vykazuje pod vlivem néjakého stresoru odlisny fenotyp nez kmen rodicovsky. je mozné
usuzovat na dilezitost a funkci genu. respektive jeho produktu, na proces, kterého se castni,
a aktivitu, kterou pii tomto procesu zastava. Jsou konstruovany kmeny s cilenou mutaci
v konkrétnim genu, nebo s jeho deleci, které jsou nasledné vystaveny stresovym testim.
V piipad¢. Ze se objevi fenotyp odlisny od rodi¢ovského kmene, je namisté potvrzeni ucinku
dané mutace supresi fenotypu pomoci exprese neposkozené alely prislusného genu.
Alternativou je provedeni nahodné mutageneze. Mutantni kmeny jsou opét vystaveny
pusobeni stresorii pro nalezeni jiného nez rodi¢ovského fenotypu. Konkrétni gen je pak
identifikovan expresi genu z genové knihovny. Témito zpusoby lze odhalit geny, které jsou

zodpovédné za rezistenci, ¢1 senzitivitu bunék viic¢i néjakym stresovym podminkam.

Stresové testy je mozné pouzit pro provedeni klastrovaci analyzy a déle je lze pro tento ucel
kombinovat s daty ziskanymi jinymi metodami. Zména fenotypu oproti divokému kmeni je
zpravidla doprovazena zménou genové exprese v kmeni mutantnim, kdy podobné fenotypy
maji casto podobné zmény v hladinach genové exprese. Vystupem takové analyzy je utfidéni

genu i stresortl s ruznymi cilovymi strukturami jejich pusobeni do skupin, a to bud podle



spektra diferencialné exprimovanych gent, nebo dle zjisténych mutantnich fenotypt. Kazdy
takovy celek pak muize poukazovat na néjakou signalni drahu, ktera se ucastni odpovédi na
stresory v dané kategorii. Srovnavaci analyzou hladin genové exprese v kmeni s mutovanym
genem neznamé funkce s jiZ existujicimi daty je pak mozné takovy gen zaradit do nékteré ze

skupin, a tim usuzovat na jeho funkci.



Latky ovliviiujici bunéc¢nou sténu

Bunéc¢na sténa udéluje bunce tvar, pomaha udrzovat osmotickou integritu a slouzi jako leSeni
pro ¢etné extracelularni proteiny. U kvasinky Schizosaccharomyces pombe se bunécna sténa
ptevazné¢ sklada ze tii  polysacharidi, a to p-1,3-glukani, «-1,3-glukand a
galaktomannoproteint. B-1,3-glukany a «-1,3-glukany pfispivaji predevsim k rigidité této
struktury, zatimco galaktomannany jsou flexibilnéjsi soucasti bunécné stény. B-1,3-glukan je
prevladajicim stavebnim prvkem, jeho obsah ve sténé dosahuje asi 45%. Pii tvorbé bunééné
stény je ziejmé prvnim polymerem, ktery je syntetizovan (Osumi ef al., 1989). Bunécna sténa
je cilem pusobeni calcofluoru, Congo cervené, nikkomycinl, polyoxinii, echinocandini,

papulacandinti a benanomycint (syn pradimycint).

Benanomyciny ovliviiuji zejména galaktomannoproteiny. Nikkomyciny a polyoxiny se u
Schizosaccharomyces pombe uplatiiuji jen ve velmi omezené mife, nebot’ jejich ucinky
sméfuji pievazné na syntézu chitinu, ktery vsak v bunééné sténé této kvasinky obsazen neni.
Plsobeni calcofluoru, fluorescen¢niho barviva. ma taktéz nejvétsi dopad na chitin, nebot” se
vmezefuje mezi nascentni chitinové fetézce a zabranuje tvorbé mikrofibril (Elorza et al.,
1983). Calcofluor se vSak ¢astecné také vaze na vznikajici vlakna B-1,3-glukant. Pouziva se
v rozmezi koncentraci 40-200 pg/ml (Bimbo et al., 2005) 1 vice. Jiné fluorescen¢ni barvivo
Congo cerven ma témei stejny mechanismus ucinku jako calcofluor. Echinocandiny a jejich
derivaty caspofungin, micafungin a anidulafungin nekompetitivné inhibuji B-1,3-glukan

syntazu. U¢inky papulacandin@ jsou podobné piisobeni echinocandint.

Latky ovliviujici cytoplazmatickou membranu

Cytoplazmaticka membrana oddéluje vnitini prostor bunky od okolniho prostfedi, poméaha
svymi specifickymi vlastnostmi zajistovat iontovou homeostazu uvniti buriky a je mistem
ukotveni transportéri, iontovych kanali a jinych molekul. Ma lipidickou a proteinovou
slozku. Je to velmi dynamicka struktura. kterd se méni v zavislosti na prostfedi, v némz se
bunka nachazi. Jeji slozeni a schopnost jeho zmény jsou velmi dilezité napriklad pfi

vystaveni bunky vysokym ¢&i naopak nizkym teplotam, kdy se muze (a musi) rychle



pfizplsobit, aby byla 1 nadale dokonale funk¢ni. Cytoplazmatickd membrana je dosti citliva
vici pasobeni detergentt. Mezi chemikalie nejcastéji pouzivané k vyvolani stresu narusenim

bunécné membrany patii SDS, Triton X-100, CHAPS ¢i Tween a jim piibuzné latky.

Detergenty se podle svych vlastnosti déli na iontové, neiontové a zwitteriontové. K iontovym
detergentiim patii SDS; Triton X-100 a Tween jsou detergenty neiontové povahy a CHAPS je
zwitteriontovy detergent. Vlivem SDS dochazi k solubilizaci membrany a uvolnéni
proteinové slozky z ni (Tukmachev er al., 1979), nebot jsou ruseny nepolarni interakce, které
drzi membranu pohromad¢. Plsobenim SDS uvolnéné proteiny denaturuji. Jestlize je v zajmu
zachovat nativni konformaci proteinli. je vhodné pouziti neiontovych ¢i zwitteriontovych
detergentu, piipadné jejich kombinace. Pokud dojde k rozruseni cytoplazmatické membrany
in vivo, porusi se vnitrobunééna iontova homeostaza. V ptipadé piili§ rozsahlého naruseni
biologické membrany muze dojit az lyzi bunky. Pro poskozeni bunétné membrany
Schizosaccharomyces pombe se pouziva ponejvice SDS v rozmezi koncentraci od 0,003% do

0,01% (Bimbd er al., 2005) 1 vice.

Mikrotubularni jedy

Mikrotubuly jsou soucasti bunééného cytoskeletu a hraji vyznamnou tulohu pii jaderném
déleni a migraci, organizaci cytoplazmy, transportu vackad a pohybu organel. Mikrotubuly
jsou polarizovana vlakna, ktera vznikaji polymeraci a- a B-tubulinovych heterodimerid. Obé
globularni podjednotky maji plivodné navazanou molekulu GTP, ktera je v pfipadé a-tubulinu
stabilni, v pfipadé p-tubulinu dochazi po piipojeni heterodimeru ke vznikajicimu
protofilamentu k hydrolyze GTP na GDP. Ttinact protofilament se posléze spojuje vedle sebe
a vytvari duty mikrotubulus. Zda dojde k dalsi polymeraci, nebo depolymeraci vznikajicich
mikrotubuli, zalezi na poméru koncentraci vazaného a volného tubulinu. Pokud nové vznikla
vlakna nejsou stabilizovana GTP-¢epickou a dostate¢né vysokou koncentraci volného
tubulinu s navazanym GTP, dochazi spontanné k jejich depolymeraci a rozpadu. Aby mohly
byt odpadlé u«- a PB-tubulinové heterodimery opétovné vyuzity pro polymeraci novych

mikrotubuli, musi byt GDP vazané na B-tubulinu vyménéno za GTP. Pro bunku je moznost



rapidni zmény mikrotubuli esencialni. Mikrotubulari jedy se déli do tii podskupin podle

mechanismu ucéinku.

Obecné plsobeni vSech mikrotubularnich jedd, at' jiz prvnim. druhym ¢&i1  tietim
mechanismem, ma za nasledek ztratu schopnosti bunky tvofit nové mikrotubuly. To vede
k inhibici esencidlnich bunéénych procesti — zastaveni buné¢ného déleni, tudiz i bunééného
cyklu, transportu a jinych. Pii pfili§ dlouhém vystaveni bunky vlivu mikrotubularnich jedd

nebo jejich piilis vysoké koncentraci miize dojit az ke smrti bunky.

Prvni skupinou jsou chemikalie, které zabranuji polymeraci heterodimeri a- a B-tubulinu. Do
této skupiny patii naptiklad kolchicin, kolcemid, benomyl a jeho derivaty carbendazim,
nocodazol (taktéz oncodazol), mebendazol a thiabendazol. Tyto latky se vazi na volné
heterodimery «- a B-tubulinu a posouvaji rovnovahu mezi vdzanymi a volnymi podjednotkami
vyrazné¢ smérem k volnym podjednotkam, ¢imz zabranuji polymeraci (Davidse a Flach,
1977), nebo kompetitivné zabranuji navazani GTP na tubulin (Winder ef al., 2000), ¢imz opét
blokuji moznost polymerace. Z téchto jedu se nejvice pouziva kolchicin, a to v koncentraci
ptiblizné 40 pM (Winder et al., 2000), nocodazol v koncentraci 12,5 pM (Winder et al.,

2000) a carbendazim v rozmezi koncentraci 5-10 pg/ml (Bimbé et al., 2005) 1 vice.

Do druhé skupiny patii jedy, které pusobi depolymeraci jiz existujicich mikrotubuli. Podle
nékterych autorti spada do této skupiny 1 kolchicin, benomyl a jeho derivaty (Jacobs et al.
1988), avsak v jinych studiich byla schopnost destabilizace mikrotubuli prokazana pouze u
nocodazolu (Winder et al, 2000). Neékteré publikace uvadéji. ze kolchicin nepulisobi
depolymeraci ani ve vysokych koncentracich (Farrell a Wilson, 1984). Podobné¢ se neshoduji
nazory na pusobeni carbendazimu a obecné i ostatnich latek odvozenych od benomylu. Jisté
alespon nocodazol vSak porusuje rozdéleni na prvni a druhou skupinu, nebot’ jak rozrusuje jiz
vytvoiené mikrotubuly, tak 1 zabranuje jejich vzniku. Mechanismus pusobeni nocodazolu na
existujici mikrotubuly spoc¢iva ve zvysené mife hydrolyzy GTP v nich obsazeného (Mejillano
et al, 1996). Do této skupiny patii také vinblastin, vincristin, vindesin, vinorelbin a

vinpocetin. které téz zaptic¢inuji rozpad mikrotubuld.

Treti skupinu tvorii latky, které oproti predchozim popsanym skupindm stabilizuji existujici
mikrotubuly a zabranuji jejich depolymeraci. Jedna se naptiklad o taxany, kam patii paclitaxel

(syn taxol) ¢1 docetaxel. Tyto jedy stabilizuji tubulin s navazanym GDP obsazeny



v mikrotubulech. coZz znemoznuje jejich rozpad. V burice se hromadi doslova zamrzlé
mikrotubuly. V dusledku vede toto plisobeni k vy¢erpani podjednotek volného a- a B-tubulinu

a tedy neschopnosti tvorby novych mikrotubuli.

Jedy aktinového cytoskeletu

Mikrofilamenta jsou podstatnou soucasti cytoskeletu. Udrzuji tvar buiiky a vnitini uspoiadani
cytoplazmy, hraji vyznamnou ulohu pii bunééném déleni. Vznikaji polymeraci podjednotek
volného globuldrniho aktinu, G-aktinu, z malych nuklea¢nich center. Po navazani G-aktinu do
vznikajiciho fetézce F-aktinu dochazi postupné k hydrolyze ATP, coz oslabuje vazebné
interakce sousednich podjednotek a mimé destabilizuje mikrofilamenta. Podobné jako
mikrotubuly, 1 fetézce aktinu jsou polarizované. Na (+) konci rostou obecné mnohem rychleji
nez na (-) konci. a to maximalné ptiblizné desetinasobné. Jestlize je mira depolymerace na (-)
konci vyrovnana srychlosti polymerace na (+) konci mikrofilamenta, dochazi k tzv.
treadmilling efektu, kdy se vlakno zdanlivé posouva beze zmény své délky. Mikrofilamenta
jsou opét velmi dynamicka, jejich rist 1 rozpad muze byt velice rychly. Rozhodnuti o dalsim
osudu vytvoreného fetézce je znovu zavislé na poméru koncentraci vazaného a volného
aktinu. Podjednotky, které odpadly z mikrofilament, mohou byt a jsou opakované pouzity
k tvorbé novych fetézci. Pro tento ucel vSak musi byt nejprve ADP nahrazeno molekulou
ATP. Aktinové jedy se taktéz deli do tii podskupin podle svého odlisného mechanismu

pusobeni.

Aktinové jedy jsou mnohem mén¢ charakterizované nez jedy mikrotubuldrni, proto je
nesnadné je jednoznacné tridit. Latrunculiny patmné stiraji rozdily mezi prvnimi dvéma
skupinami, ackoliv jejich plsobeni, které by potvrzovalo jejich prislusnost do prvni skupiny,
nebylo in vivo uspokojivé dokazano. Na vyzkumu dopadil latrunculini na buiiku a bunécny
aktinovy cytoskelet se stale jest¢ pracuje. V pripadé cytochalasini je problém jesté ponckud
slozité}si, nebot” jsou nékterymi autory fazeny i do prvni a druhé skupiny. Jista je pouze jejich
prislusnost do skupiny tfeti; otazka, zda patfi také do prvni, respektive druhé skupiny, zlstava

alespon prozatim sporna. At jiz je molekularni mechanismus jejich vlivu jakykoliv, jedy



aktinového cytoskeletu zastavuji bunécné déleni, tedy i1 bunéény cyklus, a stejné jako jedy

mikrotubuldarni mohou v dusledku zpusobit bunéénou smrt.

Prvni skupinu tvofi latky, které zabranuji vzniku novych mikrofilament vazbou na volny G-
aktin, ¢imz inhibuji moznost jeho polymerace. Do této skupiny patii ziejmé latrunculiny, a¢
Jejich pisobeni timto mechanismem bylo popsano pouze in vitro. In vitro se latrunculiny vazi
na monomericky aktin ve stechiometrickém poméru 1:1 (Coue et al., 1987) a inhibuji jeho
polymeraci. Tento vliv latrunculinii vSak in vivo zatim prokazan nebyl. Také cytochalasiny
vazi aktinové monomery a dimery (Goddette a Frieden, 1986), ale jejich u¢inek in vivo

v tomto sméru taktéZ nebyl potvrzen.

Do druhé skupiny patii jedy, které destabilizuji vytvofena mikrofilamenta a plsobi jejich
rozpad. Patii sem jist¢ latrunculiny, které zapfic¢inuji depolymeraci jiz existujicich
mikrofilament (Spector et al., 1989), a zfeymé nékteré cytochalasiny. V nazorech na dopad
cytochalasinli se literatura neshoduje. Podle nékterych autorti cytochalasiny destabilizujici
pusobeni na mikrofilamenta vykazuji (Dancker a Low, 1979, Hartwig a Stossel, 1979), podle
jinych studii tomu tak neni a cytochalasiny se vyhradné vazi na (+) konce mikrofilament,
stabilizuji je a tak blokuji (MacLean-Fletscher a Pollard, 1980). Tato problematika jesté
nebyla uspokojivé vyjasnéna. Z této skupiny se tedy pouziva latrunculin A, a to

v koncentracich 0,2-0,5 uM (Bimbo et al., 2005) 1 vice.

Tieti skupinou jsou chemikalie, které stabilizuji mikrofilamenta a zabranuji jejich rozpadu
(Coluccio a Tilney, 1984). Do této skupiny patii phalloidin a nékteré cytochalasiny. Tyto jedy
se vazi na aktinové fetézce. Cytochalasiny obsazuji (+) konce vlaken a zabraiuji jak jejich
polymeraci, tak 1 depolymeraci. Phalloidin se vaze na mikrofilamenta mnohem siln€j$i vazbou
neZ na volny G-aktin a vychyluje rovnovdhu mezi vazanym a volnym aktinem vyrazné
smérem k vazanému aktinu (Dancker er al., 1975). Phalloidin je velmi efektivni inhibitor

depolymerace aktinu.
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Stresory endoplazmatického retikula a Golgiho aparatu

Endoplazmatické retikulum a Golgiho aparat jsou komplexni bunétné struktury, které
zajist'uji funkcei sekretorické drahy. Neda se dobfte najit jejich piimy inhibitor, avsak brefeldin
A je negativné ovliviiuje. Interferuje s anterogradnim transportem z endoplazmatického
retikula do Golgiho aparatu, coz vede k akumulaci proteini v endoplazmatickém retikulu.
Jeho cilovou molekulou je totiz GTP vyménny faktor, ktery se ucastni stavby obalu
transportnich vacki (Jackson a Casanova, 2000, review). Tyto vacky se proto nemohou tvorit
a jejich obsah tak zlstava nutné v endoplazmatickém retikulu. Prvnim efektem brefeldinu A
Je tedy vycerpani COP I obalovych jednotek z membrany Golgiho aparatu. Dusledkem této
skute¢nosti je pak zvySena pritomnost v-SNARE proteini na membrané Golgiho aparatu. To
vede ke spontanni fuzi cisteren Golgiho aparatu se sousedicim endoplazmatickym retikulem

(Elazar et al., 1994, Scheel et al., 1997).

Na Golgiho aparat, avSak ne na endoplazmatické retikulum, ptsobi neptiznivé zablokovani
bunécné translace. Vlivem inhibitori translace cycloheximidu nebo anisomycinu dochazi
v kvasince Schizosaccharomyces pombe k vyraznému rozpusténi Golgiho aparatu jiz po jedné
hodiné puisobeni (Ayscough a Warren, 1994). Po tfech hodinach expozice se ztrati az 90%
Golgiho aparatu. Zmény jsou ale reverzibilni a po odstranéni inhibitorti se Golgiho aparat
opét objevi. Jeho funkce se plné obnovi az po néjaké dobé. Pro¢ dochdzi k témto zménam

Golgiho aparatu pii zablokovani translace neni jasné.

Inhibitory translace

Translace je zakladni buné¢ny proces, pii kterém se podle mRNA na ribosomech syntetizuji
proteiny tak, jak odpovida genetickému kdédu. Jako prekurzory slouzi tzv. nabité tRNA. které
podle své specifity nesou jednu aminokyselinu. Iniciace translace spo¢iva v navazani malé
podjednotky ribosomu na patfiénou mRNA a jeji skenovani, dokud nedojde k rozpoznani
prvniho kodonu AUG. Pak se ptipoji velka podjednotka ribosomu a navaze se tRNA nesouci
methionin. Nasleduje elongace, kdy k pocate¢ni aminokyseliné piibyvaji dal§i podle

komplementarity kodoni mRNA a antikodoni tRNA. Aminokyselina na tRNA v P-misté je
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peptidyl-tranferazovou aktivitou ribosomu piipojena peptidovou vazbou k aminokyseliné
nesené tRNA v A-misté. Dal$im krokem je translokace, kdy je jiZ nenabitd tRNA v P-misté
presunuta do E-mista, odkud opousti ribosom, a tRNA v A-misté nesouci peptid je pifesunuta
do P-mista. Tim se uvolni A-misto a elongace muze pokrac¢ovat. Terminaci translace zajiSt'uji
stop-koddny. které. az na vyjimky, jez zde védomé opomenu, nek(')dujl; aminokyselinu. Proces
translace je cilem inhibitori tubulosinu, trichothecenti, puromycinu, hygromycinti, emetinu,
cycloheximidu ¢i anisomycinu. Inhibice translace je také minoritnim vlivem jednoho zastupce

skupiny cytochalasinu, cytochalasinu D (Ornelles et al., 1986).

Anisomycin, cycloheximid, emetin a tubulosin svym puasobenim inhibuji peptidyl-
transferazovou aktivitu ribosomu. takze blokuji proces elongace. Puromycin je antibiotikum,
které pred¢asné ukonéuje translaci. Cast jeho molekuly totiz imituje 3° konec nabité tRNA a
tak misto této vstoupi do A-mista a zplisobi pred¢asné uvolnéni nedokonceného peptidového
fetézce z ribosomu. Hygromyciny pusobi inhibici translokace, ¢imz opét blokuji proces
verrucarin ¢i nivalenol ze skupiny trichotheceni a puromycin. Jiné inhibitory naopak
polysomy stabilizuji a jejich rozpad nedovoluji, jako je tomu v pfipadé anisomycinu,
cycloheximidu ¢i trichoderminu, ktery také patii do skupiny trichothecend. Trichotheceny
jsou piibuzné latky, avSak jak je patrné z ptedchozich konstatovani o mechanismu jejich
u¢inku, v ramci skupiny se li$i. Mechanismus pusobeni riznych zastupci trichothecent je
pravdépodobné dan povahou substituenti na uhliku ¢. 15, ¢imz lze vysvétlit odlisné chovani
napiiklad trichoderminu a verrucarinu, které vlastné plisobi ptimo opacné (Cundliffe er al.,
1973). Ze vSech popsanych chemickych latek je nejbéznéjSim prostiedkem pro inhibici
translace v kvasince Schizosaccharomyces pombe ziejmé cycloheximid. Rozmezi jeho

koncentraci se pohybuje mezi 10-20 pg/ml (Bimbo et al., 2005) 1 vice.

Poskozeni DNA

DNA obsahuje genetickou informaci a instrukce pro vyvoj, rist a reprodukci bunky. Je to
pravoto¢iva dvousroubovice tvoiena pary bazi a cukr-fosfatovou kostrou. Prekurzory jeji

syntézy jsou deoxyribonukleotid trifosfaty. Purinové baze paruji s bazemi pyrimidinovymi, a



to adenin s thyminem a guanin s cytosinem, pfi¢emz AT pary tvoii dva vodikové mustky,
zatimco GC pary maji vodikové mustky tfi. Pfi syntéze nového vidkna DNA jsou sousedni
nukleotidy spojovany fosfodiesterovymi vazbami; fosfatem jsou vzdy spojeny C-3 a C-5
sousednich deoxyriboz. Vlakna DNA dvousroubovice jsou antiparalelni. Uspéiné dokonéena
replikace DNA je esencialni podminkou bunéénébo déleni. Pokud k replikaci z néjakého
divodu nedojde, nebo neni dokoncena, dochazi aktivné k zablokovani bunécného cyklu
v jednom z kontrolnich bodi a dokud neni pfi¢ina zastaveni odstranéna, buitka nemuze dale
v cyklu pokracovat. DNA a jeji syntéza jsou cilem velkého mnoZstvi stresort, které se podle

svého ucinku déli do nékolika skupin.

Cilem inhibitoru hydroxyurey je enzym ribonukleotid reduktaza, kterd je zodpovédna za
dostatecnou zasobu vSech deoxyribonukleotid trifosfati (Elledge er al., 1993, review). Tento
enzym katalyzuje redukci ptislusnych ribonukleotidii. Reakci zajistuje stabilni tyrosylovy
radikal nachazejici se v jedné z podjednotek, ktery enzym vytvaii pomoci centra obsahujiciho
ionty zeleza (Eklund et al., 2001, review). Redukce zacina odstranénim 3 "'vodiku vazaného na
ribéze. Tohoto kroku se ucastni cysteinové radikaly. Hydroxyurea specificky blokuje aktivitu
ribonukleotid reduktazy tim, Ze stini tyrosylovy radikal, ktery je potiebny v pribéhu reakce
(Dubacq et al., 2004). Inhibice funkce ribonukleotid reduktazy ma za nésledek vycerpani
zasob deoxyribonukleotid trifosfath a zastaveni replikacnich vidlic. Tim jsou aktivovany
kontrolni mechanismy DNA syntézy, které zabrani aktivaci pozd¢jSich replikacnich pocatka.
Hydroxyurea se pouziva pii studiu bunééného cyklu ve Schizosaccharomyces pombe
nejcastéji 5-10 mM v pevnych médiich. Ve vyssich koncentracich v tekutém médiu, 12-15
mM. se pouziva k synchronizaci rostoucich kultur (Forsburg a Rhind, 2006, review). V téchto
koncentracich je blokovani bunééného cyklu reverzibilni. Pro ireverzibilni zastaveni
buné¢ného cyklu je nutno pouzit vyssi koncentrace. 20-25 mM. Byla také pozorovana
zvySena mira rekombinace pii vystaveni bunétné kultury pusobeni hydroxyurey (Galli a
Schiestl, 1996). Tento efekt v§ak neni pfipisovan ptimému vlivu hydroxyurey na DNA, ale

vedlejSimu ucinku inhibice ribonukleotid reduktazy a zastavé bunééného cyklu.

Methyl methansulfonat, ethyl methansulfonat, diethylsulfat a nitrosoguanidin jsou
alkyla¢nimi ¢inidly, ktera maji pleiotropni u¢inky. VSechny vsak reaguji s mnoha molekulami
véetné bazi v DNA ¢i cysteinovymi skupinami proteinii (Dubacq er al.. 2004). V nizSich
koncentracich vede jejich pusobeni k zastavé bunééného cyklu v S-fazi. To je pfipisovano

alkylacim bazi, které pak brani DNA polymeraze v postupu. Je vsak také mozné. Ze tyto latky

14



inhibuji aktivitu ribonukleotid reduktazy tim, Ze reaguji s aktivnimi cysteinovymi zbytky
tohoto enzymu a bunéénymi redukénimi ¢inidly jako je glutathion ¢i thioredoxin, které jsou
potiebné pro aktivitu ribonukleotid reduktazy (Eklund er al., 2001, review). Toto pusobeni
v disledku také vede k zastaveni syntézy DNA. Alkylace bazi mohou také, pokud nebrani
postupu replikacnich vidlic, zaph’é’init nespravné parovani bazi, a tak zpisobit mutace, nebo

muze taktéz dojit k depurinaci.

Kyselina dusita je chemikalie, kterd reaguje s aminoskupinami bazi a oxiduje je. Tim méni
adenin na hypoxanthin, cytosin na uracil a guanin na xanthin. Ne vSechny tyto zmény maji
nutné za nasledek nespravné parovani bazi — xanthin vznikly z guaninu stale jako tento paruje
s cytosinem. V pripadé konverze adeninu a cytosinu vsak k pozménénému parovani dochazi.
Adenin spravné paruje s thyminem, hypoxanthin vSak vytvaii vazebné interakce s cytosinem.
Cytosin deaminaci zménény na uracil jiZ neparuje s guaninem. ale s adeninem. Kyselina

dusita je tedy pfimym mutagenem.

Podobny mutagenni efekt maji analogy bazi, ktera jsou ptirodnim bazim natolik podobné, ze
mohou oklamat DNA polymerazu, ktera tyto syntetické baze zabuduje do nové vznikajiciho
fetézce. Jejich plisobeni spoc¢iva ve schopnosti existovat ve dvou tautomernich forméach, a tim
stitidavé parovat se dvéma riznymi bazemi. Nejpouzivanéjsi z téchto analog je ziejmé 5-
bromo-deoxyuridin. Ten se oby¢ejné¢ vyskytuje v keto-form¢, kdy mimikuje thymin a paruje
tedy s adeninem. Miuze vSak ptrechazet do enol-formy, ve které pfipomind cytosin a tedy

paruje s guaninem. Jinym analogem bazi je 2-aminopurin.

DalSi skupinou mutageni jsou latky, které indukuji posun ¢teciho ramce. Tyto chemikalie se
interkaluji do DNA dvouSroubovice a typicky mimikuji ptitomnost dalSiho paru bazi.
V piipadé, Ze k interkalaci dojde v oblasti DNA. ktera skutecné koduje protein, je posunut
jeho ¢teci rdmec. Zmeéna cteciho ramce velmi pravdépodobné zpusobi ztratu funkce
kédovaného produktu predc¢asnym ukoncenim jeho syntézy nebo nespravnym sloZenim.
Piikladem interkalac¢nich ¢inidel je akridinova oranz. ethidium bromid ¢i proflavin. Také
mitomycin C byva fazen k interkala¢nim ¢inidlim, avsak jeho vlivem po interkalaci dojde ke
kovalentnimu propojeni fetézcii DNA. takze jiz neni mozné je od sebe oddélit naptiklad pro

replikaci. Podobn¢ jako mitomycin C pusobi také dimethylpsoralen.



Vystaveni buiiky ultrafialovému ¢1 gamma zafeni ma negativni u¢inky na DNA. Ultrafialové
zafeni vyvolava tvorbu thyminovych dimerti, gamma zareni zpusobuje dvouietézcové zlomy
molekul DNA. Nékteré chemikalie mimikuji vliv ultrafialového zafeni. K takovym latkam
patii naptiklad 4-nitrochinolin-N-oxid, ktery indukuje tranzice, nej¢astéji zdménu guaninu za
adenin (Fronza et al., 1992). Bleomycin naopak mimikuje vliv gamma zafeni a zpUisobuje
taktéz dvouretézcové zlomy DNA. Takto vyvolana poskozeni indukuji stres, nebot” je nutno je
opravit. Pfi opravach poSkozené DNA je zafazeni nespravné baze pravdépodobnéjsi nez pri

syntéze noveho fetézce.

Teplotni stres

Vystaveni bunék vysokym a nizkym teplotdm patii k zakladnim nastrojdm pi1 funkéni
analyze gent. Teplotni stres je ponékud nespecificky — bunika musi reagovat na zménu teploty
ptizpusobenim slozeni cytoplazmatické membrany, udrzovanim proteini a jinych molekul
v aktivni konformaci a zajistit, aby nedoSlo k jejich denaturaci pii vysoké teploté. Pii
teplotnim stresu dochdzi k aktivaci mnoha gend, jsou produkovéany stresové proteiny ze
skupiny heat shock proteini a aktivovany ruzné signalni drahy. Vysoké teploty inhibuji
glykolyzu (Neves a Frangois, 1992) a stimuluji enzymy metabolismu neredukujiciho
disacharidu trehalozy, ktery funguje jako nutri¢ni rezerva a stresovy metabolit (Hottiger et al.,
1994). Bylo zjisténo. Ze bunky jsou k vysokym teplotam tim tolerantnéj$i, ¢im vice akumuluji
trehalézy. To vedlo k zavéru. ze trehaldéza ve Schizosaccharomyces pombe funguje jako
ochranny faktor proti nepiiznivym vlivim zvySené teploty (De Virgilio et al., 1994). Proces
akumulace trehal6zy nebyl inhibovan ptidanim cycloheximidu, coz znaci. Ze pro tento proces
neni potiebna proteosyntéza (De Virgilio er al., 1990). Naopak zvySena koncentrace
cyklického AMP pusobi piesné opacné nez zvySena koncentrace trehalozy (Fernandez et al.,

1996).



Nutriéni stres

Metabolicky stres je dal§im ze zakladnich stresi ¢asto pouzivanych pii funkéni genetické
analyze a je to znovu pusobeni s pleiotropnimi G¢inky na buniku. Omezim se zde na stresovy
stav vyvolany nedostate¢nou koncentraci nékterych iontd, predev$im vapenatych. Pfechodné
zvySeni koncentrace vapenatych iontd v bunce je kli¢ové v bunécné signalizaci. Vapenaté
ionty hraji dilezitou Glohu pt#i konjugaci (Iida e al., 1990), udrzovani iontové homeostazy,
cytokinezi, regulaci transkripce, zajisténi integrity bunétné stény a cytoskeletu. Za zmény
koncentrace vapenatych iont zodpovidaji vapnikové kanaly a ATP-dependentni transportéry
lokalizované v cytoplazmatické membrané¢ a membranach bunéénych organel ¢i vacku
(Cortés et al., 2004). Zvyseni extracelularni koncentrace vapenatych iontl pozitivné stimuluje

proliferaci Schizosaccharomyces pombe (Yuan et al., 1999).

Pro odstranéni iontl z prostiedi lze pouzit vice ¢1 méné specificka chelatacni ¢inidla. Mezi
takto pusobici chemikalie patfi EDTA, ktera nespecificky vyvazuje dvojmocné a trojmocné
kationty. dale EGTA. jejiz aplikaci dojde ke specifické chelataci vapenatych iontd, ¢&i
BAPTA, ktera ma podobné ucinky jako EGTA. Pro chelataci vapenatych ionti se nejcasteji
pouziva EGTA. a to v rozmezi koncentraci 5-10 mM (Bimbo er al.,, 2005) 1 vice. Aplikace
EGTA inhibuje proliferaci Schizosaccharomyces pombe (Yuan et al., 1999). Tento efekt vSak
lze pteklenout piidanim vapenatych ionti. Taktéz pusobenim EDTA dojde k zablokovani
proliferace Schizosaccharomyces pombe, avsak pouze piidani vapenatych iontl k navozeni

opetovné proliferace nestaci (Yuan et al., 1999).

Osmoticky stres

Dalsim c¢asto pouzivanym, avSak opét ponékud nespecifickym stresem, je stres osmoticky.
Aplikaci n¢jaké osmoticky aktivni latky dojde k naruseni poméru koncentraci iontd uvniti a
vné bunky. coZz zpusobi zménu osmotického tlaku. Bunka se s témito zménami musi
vyrovnavat, a to vede ke stresu. V hypoosmotickém prostredi dochazi ke vtoku vody do
bunky, v hyperosmotickém prostiedi je tomu naopak. Bunka je diky pritomnosti pevné

bunééné stény zna¢né odolna vici hypoosmotickému stresu, nebot” buné¢na sténa je schopna



odolavat i velkému turgoru. Pokud vs8ak vnitini tlak na sténu prekroc¢i urcitou mez, kterou jiz
tato neni s to vyrovnat, buné¢na sténa praskne a dojde s lyzi bunky. Pfi hyperosmotickém
stresu se bunika musi potykat s ubytkem vody. Aby zabranila odtoku vody ven, syntetizuje
osmoticky aktivni latky. K takovym latkdm patii naptiklad polyhydrické alkoholy. Pti
osmotickém stresu tak nejde o piimé nepiiznivé pusobeni aplikovaného osmolytu, ale o stres
bunky z prili§ velkého, respektive piili§ malého obsahu vody v ni. Pii hyperosmotickém stresu
dochazi v kvasince Schizosaccharomyces pombe k prechodné zastavé translace (Dunand-
Sauthier et al., 2005). Byly také popsany morfologické zmény vakuol pii osmotickém stresu.
Pi1 hypoosmotickém stresu doslo k velmi rychlé fuzi vakuol; naopak pti hyperosmotickém
stresu vakuoly fragmentovaly (Bone er al., 1998). Z vysledkd této studie vyplynulo, Ze
vakuolarni fuze a fragmentace jsou ziejme¢ homeostatické mechanismy, které pomahaji

obnovit koncentraci cytoplazmy.

K navozeni hyperosmotického stresu se pouzivaji predevsim chloridy, a to nejcastéji draselny
a sodny, ¢i sorbitol. Chlorid draselny se aplikuje v rozmezi koncentraci 0,4-1,2 M a sorbitol

v koncentracich 1,2-2,0 M (Bimbo et al., 2005) 1 vice.

Oxidativni stres

Oxidativni stres ma na bunku pleiotropni G¢inky. Dochdzi k oxidaci nukleovych kyselin,
proteinu, lipidua 1 dalSich molekul, nékterda oxida¢ni ¢inidla mohou pusobit 1 zvySenou miru
rekombinace ¢1 zastaveni transkripce. Mezi oxida¢ni ¢inidla patii kyselina dusita, menadion,
terc-butyl hydroperoxid, paraquat, mitomycin C, fenylhydrazin, kumen hydroperoxid a
peroxid vodiku. Pti oxidativnim stresu jsou hlavnimi ¢initeli pfimo peroxid vodiku a dale pak
superoxidovy radikal a hydroxylovy radikal, z nichz posledné jmenovany je nejreaktivnéjsi a

tedy nejvice Skodlivy.

Bylo provedena srovnavaci studie schopnosti péti oxidativnich mutageni, a to paraquatu,
mitomycinu C, fenylhydrazinu, kumen hydroperoxidu a peroxidu vodiku, generovat
intrachromozomalni a interchromozomalni rekombinace (Brennan ef al., 1994). Viechny tyto

latky vyrazné zvysily miru intrachromozomalni rekombinace. Pouze peroxid vodiku vsak také



navodil zvySenou miru interchromozomalni rekombinace. Vlivem dimethylsulfoxidu se
vyznamné snizila schopnost peroxidu vodiku puasobit jak intrachromozomalni, tak 1
interchromozomalni rekombinace, nebot™ reaktivitu hydroxylového radikalu dimethylsulfoxid
ucinné stinil. Buiiky se oxidativnimu stresu brani pomoci enzymu superoxid dismutazy,
katalazy a glutathion peroxidazy 1 pomoci neenzymatickych molekul glutathionu,

thioredoxinu, fytochelatinli a glutaredoxinu.

Teézké kovy

Rada kovi je v nizkych (stopovych) koncentracich potiebna pro existenci buiiky, nebot’ se
ucastni enzymatickych reakci a metabolickych procesi. Jednd se o kobalt, méd’, Zelezo,
mangan, molybden, nikl, selen, vanad ¢i zinek. Nékteré z téchto kovt funguji jako kofaktory
riznych enzymd, jiné jako prostetické skupiny mnoha diilezitych buné&nych molekul. Jejich
nedostatek je tedy pro bunku nepriznivy. Ve vysSich koncentracich vsak tyto kovy maji
toxické ucinky. K t¢Zkym kovim patii také arsen, chrom, kadmium, olovo ¢i rtut, které
nejsou biogenni, ucinky jejich pisobeni jsou pouze toxické. Negativni dopady tézkych kova
na bunku zahrnuji rozruSovani cytoplazmatické membrany, inhibici mnoha enzymatickych
reakci, vycerpani zasob redukcnich ¢inidel, denaturaci proteint i jinych molekul, poSkozeni
DNA, =zastaveni transkripce a translace a v dasledku vSech téchto vlivi 1 zablokovani

bunééného déleni.

Negativni G¢inky ptitomnosti tézkych kovl v burice jsou disledkem jejich pfimého 1
nepiimého pusobeni na bunécéné struktury. lonty tézkych kovu piimo blokuji aktivitu
nékterych enzymu reakci s jejich aktivnimi skupinami, nejcastéji cysteinovymi zbytky. Dale
mohou zapfi¢init ztratu aktivity enzym® nepiimo. totiz vycerpanim nebo poskozenim
dulezitych molekul. které mnohé enzymy potiebuji. Neméné podstatnou slozkou jejich vlivu

je schopnost tézkych kovl generovat reaktivni formy kysliku, které dale poskozuji bunku.
lonty chromu [Cr(VI)] vykazuji zna¢ny mutagenni a cytotoxicky potencial (Shi ef al., 1999,

review). Po vstupu do bunky jsou redukovany na chromité ionty. Meziprodukty této reakce

jsou nestabilni oxida¢ni stavy chromu a ve Fentonové ¢i Haber-Weissové reakci déavaji
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vzniknout reaktivnim oxida¢nim produktim, a to peroxidu vodiku, superoxidovému radikalu

a hydroxylovému radikalu, které dale poskozuji ¢etné molekuly.

lonty kadmia po vstupu do buniky reaguji s reaktivnimi cysteinovymi zbytky, ¢imz rusi jejich
aktivitu. Pritomnost kadmia vycerpava bunécny glutathion, a to pfimou reakci s nim nebo
jeho znac¢nou spotiebou bunky ve snaze Skodlivé ionty odstranit. Je mozné, Ze timto
nepiimym mechanismem mohou ionty kadmia blokovat aktivitu ribonukleotid reduktazy
(Dubacq et al., 2004), ktera ke svému spravnému fungovani redukéni ¢inidla potiebuje. jak jiz
bylo popsano vyse. Dalsi moznosti je reakce kadmia s reaktivnimi cysteinovymi zbytky
tohoto enzymu, a tim jeho pfima inhibice (Dubacq et al., 2004). Disledky obou uvazovanych
mechanismu inhibice ribonukleotid reduktdzy vedou k zastaveni bunééného cyklu, podobné

jako pii pusobeni hydroxyurey na bunku.

Bunika se tézkym kovim brani jejich redukci, tvorbou komplext ¢i jejich vyvazanim a
odstranénim ven z bunky nebo do vnitrobuné¢ného kompartmentu (Nies D. H., 1992).
K tomuto ucelu jsou vytvareny specialni peptidy fytochelatiny (Murasugi et al., 1981,
Coblenz a Wolf, 1994) a na cystein bohaté proteiny metalothioneiny, které zajistuji chelaci
téchto 1ontd. Transport fytochelatinovych komplexi s kovy do vakuoly zajist'uji membranové
ATP-dependentni pumpy ABC-typu (Ortiz et al., 1995). Na odstranéni komplexi ven z bunky

se zieymée také podileji transportéry, tyto vSak jesté nebyly presné charakterizovany.
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Zavér

Zamérem této prace bylo utfidéni stresori do nékolika skupin podle cilovych struktur, na
které sméfuje jejich pusobeni. Klasifikace stresort neni vzdy jednoznacnd, nebot” v nékterych
ptipadech nebyla provedena uplna charakterizace jejich u¢inkua, jako je tomu naptiklad u
cytoskeletarnich jedu. Jejich vlivy by bylo vhodné upiesnit a vyjasnit tim ptislusnost takovych
stresort do ur€itych kategorii, nebo jejich zarazeni opravit. Prace muize slouzit jako ptirucka

pro pokusy podobného charakteru.

Stresory jsou cennymi ndstroji pro funk¢ni analyzu gent. Jejich pomoci lze studovat viechny
bunécné struktury a procesy, které se v buiice odehravaji. Kazdy buné¢ny kompartment 1i
proces je cilem n¢jakého inhibitoru. Stresory maji rizné mechanismy puasobeni: mohou
rozrusSovat jiz vytvorené struktury reakci s nékterou z jejich slozek; zabranovat vzniku téchto
struktur inhibici néjakého enzymu, ktery je pro tvorbu dané struktury esencialni, nebo
pochody v bunce reakci s jejich enzymy; interferovat s mnoha fazemi slozitych bunéénych

procest nebo svym puisobenim ptimo poskozovat bunécné struktury.

Ve spojeni s dal$imi metodami lze stresovych testi vyuzit k pfimé identifikaci funkce
neznamého genu. Na zakladé vysledkl stresovych testl, poptipadé v kombinaci s vystupy
jinych metod. je také mozné provést klastrovaci analyzu, ktera umozni piifazeni neznamého
genu do jedné z jiz existujicich funkénich skupin. Pro potvrzeni funkce urc¢itého genu pak lze

pouzit supresi fenotypu pomoci exprese gend z genové knihovny.
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