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Lyticase basierender Yeast Estrogen Screen (L-YES)

mit Saccharomyces cerevisiae

Biotest mit genetisch veranderten Hefezellen fir den Nachweise dstrogener Wirkungen von
natdrlichen und synthetischen Substanzen.

Lagerung der Hefezellen als Glycerolstock

|
» Max. 3 Monate bei -20°C, 3

= Langzeit, max. 12 Monate bei -80°C

Belegung der Testplatte

= Proben und Kontrollen auf Testplatte pipettieren
= |Ldsungsmittel abdampfen, mit Wasser riickldsen
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Umweltprobe
in Losungs-

Bei Anwesenheit dstrogen wirkender Substanz:

» Expression des menschlichen
Ostrogenrezeptors

» Aktivierung des Reportergens

» Bildung des Enzyms 3-Galactosidase

» Lyse der Hefezellen nach 18h Inkubation

» Nachweis Uber Farbumschlag

Testprinzip

Oestrogen Responsive

Sequenz ERE \

kontrolliert
Expression des

Qestrogen oder hormonaktive
Substanz

ERE \
Qestrogen Rezeptor .
Expressions

Aktivierter Rezeptor Plasmid
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p-Galactosidase

Lac-Z
Reporter Gen Lac-Z

Farbumschlag

Lyse der Hefezellen

Zellkern
hEl

Wachstumskultur —

Wachstumsmedium + Hefe-
Glycerolstock

Kultur zum Beimpfen der Testplatten

Wachstumskultur mit Exposure-Medium auf
bestimmte Dichte einstellen

Hefen auf Testplatte pipettieren

Hefen auf Testplatte pipettieren
Inkubation 18h

Lyse der Zellen und Messung der Absorption

Messung der Zelldichte (ODgoonm)
Zugabe von Lyticase-Puffer und CPRG
Inkubation 1h

Messung der Farbinduktion (ODsggnm)
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Berechnung der Ostradiol-Aquivalenz-

R
mit DNA-Sequenz des,
menschl. Ostrogen
Rezeptors

Gensequenz des

menschl. Estrogenrezeptors

ERE: estrogen responsive
element

lac-Z:  Reportergen

CPRG: Chlorophenolrot-8-D-

Galaktopyranosid

Zytoplasma

Medium Hefezelle

Auswertung Konzentration der Umweltproben anhand
der Standardkurve 173-Oestradiol.
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