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Abstrakt

Koncentrace uratu v lidském krevnim fecisti je ddna rovnovdhou mezi degradaci
purind v organismu a jejich eliminaci. PrestoZe se na této rovnovaze podileji
environmentalni faktory, dédi¢nost zde hraje majoritni roli. Vychyleni z této rovnovahy
muze pro lidsky organismus znamenat rizika spojend s patologicky nizkymi ¢i vysokymi
hodnotami urikémie.

U zdravych jedincl je vyznamnad cast uratu reabsorbovana v proximalnich tubulech
ledvin zpét do krve. Na reabsorpci a sekreci urdtu se podili fada transportérd, jejichz
intaktni funkce je pro jeho prenos burikami proximalnich tubull nezbytnd. Membranovy
transportér GLUT9 (SLC2A9), jehoz funkce v prenosu uratu byla objevena pomérné
nedavno, se vyznamné podili na regulaci hladiny uratu v lidském organismu. GLUT9 byl
v zavislosti na izoformach lokalizovan jak na apikalni, tak i bazolateralni membrané bunék
proximalnich tubul.

V Ceské populaci byl zaznamenan rozsahly soubor jedincl s rozdilnymi hodnotami
hladiny uratu v séru a s polymorfismy v genu pro GLUT9 (SLC2A9). V této praci jsou
shrnuty dosavadni vysledky exprese variantnich GLUT9 lidskych proteinli na membranach
oocytl Xenopus laevis a funkénich studii téchto variantnich proteind v prenosu [14C]
radioaktivné znaceného uratu.

Funkéni studie alelickych variant GLUT9 na modelu oocytl Xenopus laevis ukazaly
signifikantni zmény v pfenosu urdtu u variant V169M, D281H, P350L, R294H. Zaroven
u téchto variantnich proteinl byla detekovana lokalizace na plazmatické membrané

oocytQ.
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Abstract

Urate level in human bloodstream is influenced by purins degradation in organism
and its elimination. Enviromental factors are important for this balance, but heredity has
a key role. Disbalance of processes increase the risk of deseases caused by patalogical
blood urate levels.

Healthy people have the most of generated urate reabsorbed and returned back to
bloodstream via proximal tubules of the kidneys. The various membrane transporters
participate on urate handling in human kidneys. Their intact function is necessary for
transcellular transport. In its different isoforms, membrane transpoter GLUT9 (SLC2A9) is
located on the apical and basolateral membrane of proximal tubule cells. His function in
transmission of urate was detected just recently. GLUT9 is probably the one of most
important proteins from regulators of blood urate levels in humans.

We have an extensive set of individuals with different serum urate levels and SLC2A9
gene polymorfism from the Czech population. In this thesis there are results from the
expression of human GLUT9 allelic variants performed on Xenopus laevis oocytes and
functional studies of these proteins uptaking [14C] radiolabelled urate.

We have detected significant changes of urate transmission through V169M, D281H,
P350L, R294H allelic variants of GLUT9. Simultaneously these variants protein were

detected on the plasma membrane Xenopus oocytes.
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1 Uvod

Vyzkumny projekt a téma predlozené diplomové prace byl iniciovany
Ing. Mgr. Blankou Stiblrkovou, Ph.D. z Ustavu dédi¢nych metabolickych poruch (UDMP)
1LF a VFN v Praze. V unikdtnim souboru detailné biochemicky a klinicky
charakterizovanych pacientll s rozdilnymi hodnotami urikémie byl identifikovan
polymorfismus v genu SLC2A9 kddujici membranovy transportér GLUT9 v proximalnich
tubulech lidskych ledvin. U téchto pacientd se nepredpoklada vyznamny vliv sekundarnich

faktor( na kolisani hladiny kyseliny mocové v krvi.

Potencial GLUT9 v regulaci uratu zatim nebyl plné prostudovan. Tento transportér by
mohl byt jednim 2z nejvyznamnéjSich reguldtord wuratu v ramci komplexniho

transportozomu v lidskych ledvinach.

Vybér expresniho systému v oocytech Xenopus laevis byl zvolen na zakladé
zkuSenosti a spoluprace Ing. Mgr. Blanky Stiblirkové, Ph.D. s laboratofi Prof. Kimiyoshi
Ichida, MD. - Department of Pathophysiology, Tokyo University of Pharmacy and Life
Sciences, kde se dlouhodobé vénuiji studii urdtovych transportéra.

Laboratof vyvojové biologie Ing. RNDr. Vladimira Krylova, Ph.D. Pfirodovédecké
fakulty UK v Praze disponuje chovy Xenopus laevis a Xenopus tropicalis a dlouhodobé
vyuziva tyto obojzivelniky jako modelovy organismus.

Pfi studiich transportérQ jsme brali v Uvahu rozdilnost obou izoforem GLUT9 jak
v lokalizaci, tak ve schopnosti prenaset urat z vnéjsiho prostredi do bunky jakoby se
jednalo o dva rizné membranové proteiny. Z tohoto divodu bylo nutné pfipravit viechny
cDNA a cRNA pro alelické varianty obou izoforem a pracovat s nimi oddélené.

Po vyhodnoceni vysledk(i vSech funkénich studii planujeme zhodnotit ziskané
poznatky v SirSich souvislostech s ohledem na soucasnou hypotézu o funkcich
jednotlivych izoforem GLUT9 v transportu a smérovani uratu pres bunky proximalnich
tubuld. Diky jedine¢nému souboru nasbiranych biochemickych dat k jednotlivym

nositeldm alelickych variant je moZné uvazovat o vlivu zmén funkce GLUT9 na hodnoty
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urikémie v krvi, pfipadné clearance urdtu v moci, v idealnim pfipadé prokazat korelaci

mezi alelickymi variantami genu SLC2A9 a vySe uvedenymi biochemickymi markery.
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2 Literarni prehled

2.1 Kyselina mocova

Konecnym produktem metabolismu purint u lidi je kyselina mocova. Vétsina savcl
dale katabolizuje kyselinu mocovou na allantoin za Ucasti enzymu urdt oxidazy (urikazy).
Dusledkem mutace v genu pro urat oxidazu u humanoidnich primata doslo ke ztraté jeji
enzymatické aktivity. Existuji teorie, Ze ztrata urikdazy s sebou nesla pro vyssi primaty
evoluéni vyhody. (Schild et al., 2007) V krvi ¢lovéka je na rozdil od ostatnich savcl
koncentrace kyseliny mocové o mnoho vyssi (200 — 500 uM). (Abramson a Lipkowitz,
1990)

Kyselina mocova je povaZovdna za jeden z nejvyznamnéjSich antioxidant(. Vice jak
50% ptispivad k antioxidaéni kapacité krve. (Alvarez-Lario a Macarén-Vincente, 2010)
Neenzymaticky reaguje s volnymi radikdly - superoxidem, oxidem dusnatym a
peroxynitritem (Kim et al., 2009), také s peroxidem vodiku a hydroxylovym radikalem. P¥i
reakcich dochazi k ireverzibilnim degradacim volnych radikdld na metabolity - allantoin,
6-aminouracil nebo triuret. (Gersch et al., 2009)

Z teleologické perspektivy by se organismus mél metabolického odpadu jednoduse
zbavit. Presto lidské ledviny reabsorbuji velkou ¢&ast filtrovaného uratu, vice nez ostatni
savci s vyjimkou SimpanzU a opic rodu Cebus (Malpa). Dlsledkem ztraty urikdzy a vysoké
rendlni reabsorpce kyseliny mocové u lidi jsou vysoké hladiny kyseliny mocové
v organismu, které jsou blizko pod hranici rozpustnosti v plazmé. Pravé nizka rozpustnost
kyseliny mocové vysvétluje jeji fyziopatologicky a toxikologicky efekt. (Schild et al., 2007)

Ve vysokych koncentracich mlZe mit kyselina mocCova na organismus fadu
negativnich dopadl. Mohou se projevit Gcinky, jakymi jsou naptiklad indukce proliferace
hladkého svalstva cév a dysfunkce endotelu. ZvySené hladiny kyseliny mocCové byvaji
spojené s hypertenzi, kardiovaskuldrni patologii, diabetem, inzulinovou rezistenci,
obezitou a nefropatii. (Stein, 2008) DalSim vyznamnym lidskym onemocnénim soucasnosti
je dna, ktera charakterizovana zvysenou hladinou kyseliny mocové v krvi, ukladanim jejich

krystall v kloubech a akutni zanétlivou artritidou. (Choi et al., 2005)
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V lidské populaci existuji velké individualni rozdily v sérovych hladinach kyseliny
mocové. Presto, Ze se na této variabilité podileji environmentalni faktory, dédi¢nost zde
hraje majoritni roli. (Stein, 2008) Normalni rozsah sérovych hladin kyseliny mocové se
pohybuje v rozmezi 120 - 380 uM a lisi se v zavislosti na pohlavi. Na zdkladé vysledk(
studii byla hyperurikémie u muzi definovdna jako koncentrace kyseliny mocové v séru
> 386 UM pripadné > 420 uM. (Klemp et al., 1997; Johnson et al., 2003) U Zen je tato
hranice pro hyperurikémii stanovena > 360 uM. Je-li koncentrace kyseliny mocové v séru
nizsi nez 2 mg/dl (120 uM), hovorime o renalni hypourikémii. (Hisatome et al., 1996)

Rendlni hypourikémie je dédicné, heterogenni onemocnéni charakterizované
poruchou tubuldrni reabsorpce kyseliny mocové. Zvysené vylucovani mlze byt provdzeno

tézkymi komplikacemi jako je nefrolitidza a akutni selhdni ledvin. (Dinour et al., 2010)

2.2 Fyziologie uratu

Kyselina mocovd (2,6,8-trioxypurin) ve fyziologickych podminkach disociuje
(hydroxylova skupina na pozici 8). V plazmé je z 98% kyselina mocova disociovana a
pfitomna jako urdt sodny, jehoz méné nez 5% je vazdno na plazmatické proteiny.
U ¢lovéka dvé tretiny denni produkce kyseliny mocové prochazi ledvinami, dalsi jedna
tretina je eliminovdna gastrointestindlnim traktem. (Roch-Ramel a Guisan, 1999) Vysledna

koncentrace v séru je dana rovnovahou mezi produkci a eliminaci. (Anzai et al., 2007)

Urat v aniontové formé vstupuje do proximdlnich tubull ledvin, koncentrace v
primarnim filtratu je podobna jako v plazmé. Kyselina mocova i urat, stejné jako ostatni
hydrofilni latky, jsou charakteristické svou obtiznou prostupnosti pro buriky tubull bez
pritomnosti pomocnych mechanism(. Transportni mechanismus pro urdt a ostatni
organické ionty je lokalizovan v proximdlnich tubulech. Distalni ¢ast nefron(i a sbérné
kandlky jsou pro urat témér nepropustné. V lidskych ledvinach je vyznamné mnozstvi
uratu reabsorbovano. Finalné je vylu¢ovano pouze 10% mnozstvi z plivodniho primarniho
filtratu. Urat neni v tubulech pouze reabsorbovan, ale dochazi zde i k jeho sekreci. (Roch-

Ramel a Guisan, 1999)
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2.3 Renalni transport uratu

Kvuli nedostupnosti vhodného modelového organismu jsou studie prenosu uratu
v lidskych ledvinach obtizné. Experimenty s clearance prekvapivé ukazaly vyrazné rozdily
mezi rdznymi druhy savcl. (Schild et al., 2007) Transportni systém pro urat je
mezidruhové specificky. (Enomoto et al., 2002)

U lidi byly prvni studie limitovany na sledovani interference rdznych substanci
s exkreci uratu pfi podavani I1ékl. Mezi substance, které snizuji sekreci urdtu patfi laktat,
acetoacetdt, B-hydroxybutyrat, nikotinat, pyrazinamid/pyrazinoat. Pyrazinamid se jako lék
vyuziva pfi |écbé tuberkuldzy. Jeho aktivni metabolit pyrazinodt plsobi jako inhibitor
sekrece urdtu a pfi jeho podavani dochazi u pacientll k hyperurikémii. Naopak mezi
substance ovliviujici zvySeni sekrece uratu patfi orotat a Iéky, které se vyuzivaji k l1é¢bé
hyperurikémie: probenecid, sulfinpyrazon, benzbromaron. Stejné tak |ék na hypertenzi —
lozartan a diuretikum — kyselina tienilova. (Roch-Ramel a Guisan, 1999)

Pti reabsorpci urdtu dochazi k vyméné (v antiportu) za bunécné metabolity jako
laktat, B-hydroxybutyrat a acetoacetat. Tyto anionty jsou recyklovany a dopravovany zpét
do bunék pomoci kotransportu se sodnymi ionty. Diky tomu dochazi k udrZeni trvalého
gradientu intraceluldrnich aniont(, které Fidi vstup uratu do bunék. Pokud je mnoZstvi
metabolitl vyssi, dochdzi k vyssi stimulaci reabsorpce urdtu, k poklesu jeho exkrece a
vzniku hyperurikémie. K tomu dochazi napfiklad béhem plstu ¢i hladovéni, kdy se v
bunkach hromadi ketolatky nebo pfi experimentalnim podavani B-hydroxybutyratu a

acetoacetatu. (Emmerson, 1978)

Model transceluldrniho transportu urdtu (viz Obr. 1) ukazuje, jak sodné ionty vstupuji
do bunék pres apikalni membranu spolu s monokarboxylovymi kyselinami pres dva
kotransportéry sodnych iontd a aniontd SMCT1/2 a jak je transport sodnych iont(
nepfimo sprazen s transportem uratu pres URAT1. Latky, které maji afinitu k URAT1
mohou byt urikosurické v ptipadé, Ze plisobi z lumen tubulli (benzbromaron, probenecid)
nebo antiurikosurické v ptipadé, Ze pUsobi na URAT1 z cytoplazmy. V dlsledku tyto latky
reguluji hladinu uratu v krvi. Organické anionty jsou aktivhé pumpovany do bunék pres
apikalni ¢i bazolateralni membranu, pfipadné jsou produkovany burikou a pfes URAT1

stimuluji reabsorpci urdtu. (Anzai et al., 2007)
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Obr.1 Model transceluldrniho transportu v proximdlnich tubulech (Anzai et al., 2007)

2.3.1 Model ¢tyr-komponentniho prenosu

Na zdkladé studii dvou skupin - jedinc s onemocnénim dna a zdravych jedinc( -

sledovani vlivu pyrazinamidu na inhibici sekrece, benzbromaronu na reabsorpci
sekretovaného uratu byl potvrzen model ¢tyf-komponentniho systému transportu uratu.
Podle tohoto modelu by k prenosu urdtu pres buriky tubuld mélo dochazet v po sobé
nasledujicich krocich reabsorpce a sekrece. Procesy by mély byt lokalizovdny oddélené
v ramci tubulu. Model zahrnuje:
1. glomerularni filtrdt do kterého vstupuje veSkery urdt z krve. 99% uratu dale postupuje
2. reabsorpci pres bunky tubul(i, v kroku 3. je 50% uratu sekretovano zpét do lumen a
nasledné se ve 4. kroku post-sekrecni reabsorpci 40% urdtu dostdva zpét do krve.
Vylu€ovano je tak 10% uratu z primarni moci. (Levinson a Sorensen, 1980)

Model byl postulovan na zdkladé predpokladu, Ze vétSina exkretovaného uratu
pochazi ze sekrece a Ze pyrazinamid je inhibitorem sekrece, co se zatim nepotvrdilo.

Roch-Ramel a Guisan (1999) navrhuiji, Ze sekrece je v prabéhu transportu uratu ledvinami
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mensi nez se predpokladalo a Ze sekrece a reabsorpce mohou koexistovat v rdmci celého

proximalniho tubulu.

2.4 Transportéry uratu v proximalnich tubulech

2.4.1 URAT 1 (SLC22A12)

V lidskych ledvinach byl jako prvni transportér, ktery reguluje hladinu uratu v krvi,
identifikovan urat/aniontovy kanal URAT1.

Byly identifikovany dalsi proteiny prendsejici urat jako UAT (uric acid transporter),
OAT1 (organic anionic transporter 1), OAT3, OAT4, OATv1/NPT1 (sodium phosphate
transporter 1), MRP4 (multidrug resistance-associated protein) a OAT10 (Rafey et al.,
2003; Anzai et al., 2005; Bahn et al., 2008; Eraly et al., 2008), ale URAT1 byl ve své dobé
prokdzan jako jediny, jehoZz mutace a ztrata funkce ma pfimou souvislost se snizenou
reabsorpci, ktera zapficifuje rendlni hypourikémii. (Enomoto et al.; 2002) Na rozdil od
multispecifickych transportéri organickych iontd (OAT) vykazuje URAT1 substratovou

specifitu. (Enomoto et al., 2002)

V této souvislosti byl sekvenovan gen pro URAT1 (SLC22A12) u nezavislych pacient(l s
rendlni hypourikémii a sledovan vztah sérové hladiny uratu a clearance uratu
k charakterizovanému genotypu. Renalni hypourikémie je charakterizovana zvySenou
clearance uratu. 9,4% téchto pacientl prodélalo akutni selhani ledvin, u 12,5% pacient(
byla diagnostikovana urolitidza. Ichida et al. (2004) identifikovali 10 mutaci v genu
SLC22A12 vedoucich ke ztraté funkce proteinu. Hladiny urdtu v séru byly signifikantné
niz8i u heterozygotl neZ u zdravych jedincu. Vice signifikantni rozdil byl zaznamendam u
homozygotll a smiSenych heterozygot(l. Podil clearance uratu a kreatininu v zavislosti na
genotypu prokazal efekt genové doze a korespondoval s hladinou urdtu v séru. Na druhou
stranu byli identifikovani pacienti beze zmén v genu SLC22A12, u kterych se
predpokladala zména v nekddujici oblasti genu ovliviujici expresi ¢i sestfih. Odpovéd' pfi
zatézkavacich zkouskach odpovidala pak spiSe reakci zdravych jedinch neZ jedincl
s poruchou v URAT1 prenaseci. Tyto skutecnosti naznacovaly, Ze existuje dalsi

transportér, ktery se vyznamné podili na regulaci uratu v séru. Vzhledem k vyznamnému
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podilu mutaci v SLC22A12 u sledovaného souboru pacientl se vSak nepredpokladalo, Ze

by schopnost neznamého transportéru regulovat urat, méla byt vyssi. (Ichida et al., 2004)

Bylo patrné, Ze musi existovat dalSi pfenasede na bazolaterdlni strané bunék
proximalnich tubull, pres které prochdazi urat z bunék do extraceluldarniho prostoru a
posléze do krevniho fecisté. K nalezeni dalSich potencialnich transportérd Anzai et al.
(2008) vyuZili vyhledavani homologu lidského a mysiho URAT1 proteinu (gen SLC22A12) a
OAT4 proteinu (gen SLC22A11) v Swiss-Prot protein databazi. Prekvapivé nalezli nékolik
¢len proteinli z rodiny transportér(i usnadiujicich prenos glukdzy: GLUT6, GLUTY,
GLUT10, GLUT12 a GLUT14, které mély vzdalené podobnosti s OAT4. K dalSimu studiu byl
vybran GLUT9 (gen SLC2A9) pattici do tfidy Il SLC2 rodiny, jehoZ lokalizace byla potvrzena

predevsim v ledvinach a v jatrech. (Anzai et al., 2008)

2.4.2 GLUT9 (SLC2A9)

Geny SLC2A obecné patii mezi genovou nadrodinu transportért GLUT usnadniujicich
prenos glukdzy. Tyto integralni membranové proteiny se ucastni prenosu glukdzy a
dalsich hexéz do bunék. Zatim bylo identifikovano 14 GLUT proteinu, které maji spole¢né
nékteré strukturni a sekvencni znaky - 12 transmembranovych helixd a konzervované
sekvence aminokyselin. (Joost et al., 2001) Transportéry GLUT se ¢leni do 3 tfid na zakladé
porovnani jejich aminokyselinovych sekvenci. GLUT9 stejné jako GLUT5, 7 a 11 patfi do
tfidy 1l. (Doblato a Moley, 2009) VSechny transportéry nadrodiny GLUT maji 12
transmembrdanovych helix( seskupenych do dvou skupin po Sesti, obklopujicich centralni
vodni pér. Jednotlivi ¢lenové nadrodiny GLUT se vSak liSi substratovou afinitou,
specifickym vyskytem v rliznym tkanich a hormonalni regulaci. (Hruz a Mueckler, 2001)

Transportéry GLUT tfidy | (kam patfi GLUT1 - 4) a tfidy Il maji porovnatelnou
strukturu (viz Obr. 2), zatimco transportéry ttidy Ill se liSi v pozici velké extraceluldrni
smycky obsahujici N - glykosylované misto, dale v prolin obsahujici sekvenci mezi
transmembranovymi helixy 6 a 7 a pfitomnosti dileucinového motivu pobliz N-koncové

domény (kromé GLUT10) . (Uldry a Thorens, 2004)
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Obr. 2 Schématicky model struktury transportéru GLUT tridy 1, Il (v horni ¢dsti)

a lll (v dolni &asti obrdzku) (Uldry a Thorens, 2004)

Lidsky GLUT9 byl zpocatku povaziovan za transportér usnadnujici prenos glukdzy.
PrestoZe byla prokazdna jeho aktivita pfi prenosu glukdzy, nejednalo se o tak efektivni
transport jako u klasickych glukézovych prenasecl tfidy I, jako je GLUT4. (Doege et al.,
2000).

V genové mapé se SLC2A9 nachazi na chromozomu 4: 4p15.3-p16 a je exprimovan ve
dvou sestfihovych izoformdach (viz Obr. 3): GLUT9 (12 exonl, 540 aminokyselin) a
GLUT9AN (13 exon(, 512 aminokyselin). GLUT9 je transkribovan primarné v ledvinach,

jatrech, placenté a leukocytech. GLUT9AN byl pozorovan pouze v ledvinach a placenté.

(Augustin et al., 2004)
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Obr. 3 Alternativni sestfih genu pro GLUT9 (Augustin et al., 2004)

Dusledkem rozdilu v sekvenci aminokyselin na vznikajicim N-konci proteinu byla
pozorovana rozdilna lokalizace v polarizovanych burkdach psich ledvin. (Augustin et al.,
2004)

Obé izoformy jsou exprimovany na plazmatické membrané oocytl Xenopus laevis po
injikaci cRNA a maji ekvivalentni aktivitu uratového transportu. Autofi vybrali jednu
zizoforem (del$i variantu GLUT9L) k dal$i charakterizaci. Podil vtoku uratu oocytl
exprimujicich GLUTIL a kontrolnich oocytli byl devétkrat vyssi. GLUTIL nepotvrdil
vyznamny vtok organickych iontli, které byly spojovdny s prenosem pres URATL,
predpoklada se, Zze GLUTIL ma vyssi substratovou specifitu. (Anzai et al., 2008)

Obé izoformy jsou schopny signifikantné rychleji prenaset vysoké mnozstvi uratu
ve srovnani s jejich schopnosti pfendset glukdzu nebo fruktdzu. Jedna se o vysokoaifnitni
transportér glukdzy/fruktdzy, ale ve srovnani s ostatnimi transportéry ve své genové
rodiné ma pfi prenosu glukdzy/fruktozy velice nizkou hodnotu vy Vazebnd mista pro
hexdzy a urat jsou odlisSnd, mezi témito dvéma substraty nedochdazi ke kompetici na stejné
strané membrany. Hodnota vmax = 304 pmol/ oocyt/ 20 min indikuje, Ze se v pripadé

prenosu uratu jedna o vysokokapacitni transportér. (Caufield et al., 2008)

Na transport uratu nemad vliv sniZzeni koncentrace extraceluldrnich sodnych iontQ,
prenos uratu je pres GLUT9 nezavisly na kotransportu se sodnymi ionty. Aktivita GLUT9 je
citivdi k depolarizaci membrany. PFi snizeni koncentrace draselnych iont(
v extracelularnim prostoru se pfenos uratu zvySuje. Pozorovani vtoku urdtu v zavislosti na

koncentrac¢nim gradientu chloridovych iontl ukazalo, Ze rychlost prenosu urdtu pres
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GLUT9 se neméni a nedochazi k vyméné za chloridové ionty jako pfi prenosu uratu pres

URAT1. Byla vSak pozorovdana zavislost pfenosu na extracelularnim pH.

Pfi zjistovani substratové specifity byl sledovan cis-inhibiéni efekt nékterych
slouc¢enin. Ukdzalo se, Ze GLUT9 ma odliSné farmakologické vlastnosti nez URATL.
Vsouladu s predpokladanou vysokou substratovou specifitou pro urat vychazeji
pozorovani potvrzujici, Ze na vtok urdtu pres GLUT9 nemaji inhibic¢ni vliv hexdzy (glukdzy,
fruktdza), laktat, nikotinat, orotat a ketoldtky (acetoacetat, B-hydroxybutyrat). Pyrazinoat,
ktery inhibuje pfenos uratu pres URAT1 také nemél zadny inhibi¢ni ucinek na pfenos
urdtu pres GLUT9, zatimco lozartan (blokdtor angiotensinovych receptord 1) dokazal
GLUT9 mirné inhibovat. GLUT9 m(iZe byt potencidlnim cilem pro nové urikosurické latky.

(Anzai et al., 2008)

Pfedpoklada se, ze ve fyziologickych podminkach ma GLUT9 roli prenasece uratu
z bunék ven. Proto byl sledovan pfenos radioaktivné znaceného urdtu [14C] ve sméru
z bunék do média v zavislosti na ¢ase. K méreni byly pouzity GLUTIL — exprimujici oocyty
Xenopus laevis. Do oocytl byl vnesen injekéné znaceny urat. Hodnoty radioaktivity média
mérené v Case ukazaly vyznamny narlst mnoZstvi znaceného uratu v médiu. Vzhledem
k lokalizaci GLUTIL predevsim na bazolateralni membrané bylo navrzeno, Zze odtok uratu z
bunék zajistuje pravé GLUTIL v “tandemu” po predchozim kroku, kdy pres URAT1
vstupuje urat z tubull do bunék na apikalni strané (viz Obr. 4). U izoformy GLUT9S , ktera
je exprimovana na apikalni strané bunék se spekuluje, Ze by se mohla podilet na sekreci
uratu, soucasné vsak zatim neni pIné objasnén jeji podil na intracelularni dispozici uratu v
bunkach proximalnich tubuld. (Nakanishi et al., 2013) Witkowska et al. (2012) navrhuje,
ze funkéni rozdil mezi dvémi izoformami se projevi v pfitomnosti hexdz uvnitf bunék. PFi

studiich zaznamenali rozdilny vtok uratu do bunék exprimujicich rozdilné izoformy.
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Obr. 4 GLUT9 na bazolaterdini a GLUT9AN na apikdIni membrdné bunék proximdlnich tubult
(Wright et al.; 2010)

Intaktni funkce obou transportérd (URAT1 a GLUT9) je nejspiSe nezbytnd pro
normalni reabsorpci urdtu. Tato predikce je podporena existencemi mutaci v genu pro
GLUT9 u pacientl s idiopatickou renalni hypourikémii, ktefi nemaji mutaci v genu pro
URAT1. (Anzai et al., 2008) Koexprese obou transportérll v epitelidlnich bunkach lidskych

ledvin byla potvrzena imunohistochemicky. (Nakanishi et al., 2013)

Alelické varianty SLC2A9 jsou asociovany s poklesem clearance uratu, vedouci
ke zménam koncentrace urdtu v séru oproti normalu. (Caufield et al., 2008) Pacienti
s homozygotni mutaci a ztratou funkce v genu SLC2A9 trpi masivni rendlni hypourikémii,
jejiz pric¢inou je chybéjici reabsorpce uratu. (Dinour et al., 2010; Stibdrkova et al., 2011)

Diky identifikacim transportnich proteini a diky genetickym studiim u pacientQ
s poruchou sérovych hladin uratu se poznani rendlniho transportu urdtu v poslednich
letech zvysilo. Dosud vsak chybi dostatek informaci k tomu, abychom byli schopni plné
porozumét presnému mechanismu obousmérného pfenosu uratu. Dalsi studie jsou stale

nezbytné. (Anzai et al., 2007)
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2.5 Oocyty Xenopus laevis

2.5.1 Oocyty jako expresni vektor pro studium funkce

membranovych transportérd

Expresni systém v oocytech X. laevis (viz Obr. 5) byl objeveny J.B. Gurdonem
(Gurdon et al.,, 1971) a pozdéji vyvinuty i ke studiu iontovych kandld v in vivo
experimentech. (Barnard et al., 1982) Oocyty drdpatek byly od té doby vyuzivany

k expresi velkého mnozstvi proteint rlznych Zivocisnych tkani. (Rungger, 2002)

tissue membrane » membrane
: l preparation vesicles
extraction
microinjection

Poly(A+)-RNA

fractionation l
microinjection

poly(A+)—RNA fraction

in vitro reverse o
transcription transcriptase PCR transcription

cDNA ~— > cDNA

microinjection nucleus

protein

translation

» MRNA

Obr. 5 Schéma zobrazuje vyuZiti oocyti Xenopus pro studium exogennich proteint - mikroinjekce mRNA,

cDNA ¢i membrdnové suspenze (Sigel a Minier, 2005)

Tento expresni systém umoznil funkcni identifikaci nezndmych protein(, jejich
molekularni charakterizaci, umoznil stanoveni funkéné relevantnich domén
u transportéri iontovych kandld a receptoru.-Velikost oocytl, snadnd manipulace a
vysoka mira exprese jsou vyhodou oproti dalSim tradi¢nim expresnim systém0m (E. coli,
kvasinkovym ¢i bunécénym eukaryotickym liniim). (Markovich, 2008)

Jednim z typ0 studii vyuZivajici exprese gen(i v oocytech bylo sledovani zmén funkce

mutovanych proteind, které jsou pfi¢inou lidskych onemocnéni - napfiklad studium
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mutantnich napétové ovladanych sodnych kanald, zapficinujicich onemocnéni kosterniho
svalstva. (Featherstone et al., 1998).

Goldin  (2006) srovnava vysledky studii analyzy kauzalnich mutaci pro
generalizovanou epilepsii s febrilnimi zachvaty plus (GEFS+) s vyuZitim exprese gen( v
oocytech Xenopus (Alekov et al., 2000; Alekov et al., 2001; Spampanato et al., 2001;
Spampanato et al., 2003) a s vyuZitim exprese v svacich bunécnych liniich (Lossin et al.,
2002; Lossin et al., 2003). Vysledky téchto studii jsou nékdy porovnatelné, nékdy se lisi.
Neni vSak jasné, kterd z pozorovanych zmén v aktivaci ¢i inaktivaci sodnych kanalQ
skutecné reflektuje efekt mutaci v neurdlnich bunkach in vivo. V zavislosti na typu studie
se tato pozorovani efektu nékterych mutaci lisi.

PfestoZe expresni systém v oocytech drdpatek je cennym nastrojem pro studium
funkce iontovych kandll, existuje fada duleZitych faktord, které je tfeba zvaiit pfi
rozhodovani, zda tento systém vyuzit. Jednou z hlavnich vyhod je fakt, Ze tyto burky
neexprimuji velké mnoZstvi iontovych kandll a receptor(, takZe exogenni protein mulze
byt studovan bez vlivu endogennich kanalG. Tato vyhoda nemusi platit vidy, protoZe
k expresi nékterych kandlG a receptorl zde také dochazi. (Weber, 1999) Kandly vsak
exprimuji pouze nékteré ovaridlni oocyty, navic mnozstvi aplikované RNA je obvykle
mnohem vyssi neZ je mRNA endogennich kandll. Z tohoto dlvodu je mozné zaznamenat
tok pres exogenni kandly bez signifikantniho vlivu endogennich kanald. Dalsi vyhodou je
fakt, ze nékteré kanaly mohou byt exprimovany pouze v oocytech drdpatek, nikoliv
v savCich bunkach. Dopfedu vSak neni mozné predikovat, které kanaly budou spadat do
této skupiny.

Na druhou stranu, podobné jako v jinych bunkdch, se cilend exprese nékterych
kanalll v oocytech nepodafila. VétSina kanall z této skupiny vsak nebyla Uspésné
exprimovana ani v dalSich heterolognich systémech. Potencidlni nevyhodou je variabilita
v kvalité oocytli z hlediska sezénnich faktord. Vyznamny faktem je, Ze oocyty nejsou
prirozenou tkani, ve které plvodné k expresi kandlid dochdazi. Pozorované funkéni
vlastnosti nemusi byt totozné. Navic bunéény transport polarizovanych bunék je odlisny,
nékteré kanaly nemusi byt dopraveny na vnéjsSi membranu oocytu a nelze tedy dale
studovat, zda se jednda o vliv mutace ¢i specializovaného bunééného transportu. (Goldin,

2006)
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2.5.2 Oocyty po ukonceni rlstu ve fazi zarode¢ného vacku

Oocyty se nachdzeji v brisni dutiné dospélych samic v ovariadlnim vaku. Zde jsou
oocyty uloZeny ve shlucich obklopené folikularnimi burikami a pojivovou tkani protkanou
cévami. Cast oocytd maze byt chirurgicky odebrana jedné samici aZ tfikrat. Oocyty jsou ve
stadiu v zarodec¢ného vacku V - VI (viz Obr. 6) vyuzivany pro elektrofyziologické studie.

(Bianchi a Driscoll, 2006)

released by released by
progesterone GVBD fertilization
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1 - 11— 2—»3—>4—>
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Obr. 6 Schéma oogeneze, maturace a casné embryogeneze u Xenopus (Ferrel, 1999)

Imaturované oocyty ve stadiu VI po ukonceni rdstu maji velikost okolo 1,3 mm a
intracelularni objem 1 pl, zhruba miliénkrat vyssi objem nez typickd somaticka burika
(1pl). Zhruba polovinu z tohoto objemu zaujima Zloutek, ktery je koncentrovan ve svétlé
vegetalni poloviné oocytu. V druhé tmavé pigmentované poloviné oocytu je zdrodecny

vacek o velikost 300 - 400 nm s cytoplazmou (Ferrel, 1999).
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Cilem této diplomové prace je:

exprese identifikovanych alelickych variant genu SLC2A9 lidského membranového
proteinu GLUT9 v oocytech Xenopus laevis,

funk¢ni studie alelickych variant GLUT9 na membrandch oocytl s pouzitim
radioaktivné zna¢eného [8-14C] uratu,

vyhodnoceni schopnosti wild type variant delsi izoformy GLUTIL a kratsi izoformy
GLUTOS prenaset urat z vnéjsiho prostfedi do bunék,

hodnoceni vlivu mutaci na zménu schopnosti pfenaset urdt do bunék porovnanim
s wild type variantami

vizualizace protein( a jejich lokalizace v ramci buriky
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4 Material a metody

4.1 Ligace cDNA do vektoru pGEM®-T Easy

Material:

* pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega)

Xmn | 2009

Nael

Scal 1890 2707 71
1
Apal 14
M": gg PGEM-T Easy Vector Sequence reference points:
K SSIZ 1| 31
Amp' icol 37 T7 RNA Polymerase transcripti on initiation site 1
POEMSTEasy  lacz otz | 43 | Mutiple doning region 10128
(3015bp) I Sacll 49 SPE RNA Polymerase promoter (-17 to +13) 139-158
EcoR1 | 52 | sps RMA Polymerase transcriptioninitiation site 141
pUC/M13 Reverse Sequendng Primer bindingsite 176-197
Spel 64
EcoR | 70 lacZ start codon 180
Not | 77 lac operator 200-216
;8::,’{ ! g'g frlactarmase coding region 1337-2197
Sall Q0 phage f1 region 2380-2835
Nde| 3(7) lac operon sequences 2836-2996, 166-395
i g‘::cxl 119 | pUC/MLS Forward sequendng Prirmer binding site 2949-2972
;-‘:’ Nsil 127 T7 RNA Polymerase promoter (-17 - +13) 2999-3
3 141
@ T sPe

Figure 1 — Map of the pGEM-T Easy Vector

Obr.7 pGEM®-T Easy (Promega)
* PCR produkt
Postup:

* Pfiprava ligacni reakce podle protokolu Promega:

2X Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase Pufr 5,0 ul
pPGEM®-T Easy Vector (50ng) 1,0 ul
PCR produkt (80 ng) 2,0 ul
T4 DNA Ligase (3U/ ul) 1,0 ul (3U)
Nuclease-free voda 1,0 pl

* Promichani pipetovanim a inkubace 1h pfi pokojové teploté

Mnozstvi PCR produktu v ng vyplyva ze vztahu:

vektor (ng) x velikost inzertu (kb)/velikost vektoru (kb) x molarni pomér inzert: vektor
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4.2 Mutageneze

4.2.1 Methyla¢ni a mutagenecni reakce

Material:

* GENEART Site-Directed Mutagenesis System (Invitrogen) popis a scéma systému:

Plasmid template
PCR Reagents
Methyl Transferase Reagents

l Methylation

g,
o \\““““""l: "y,
S %,
S %,
S

Methylated
plasmid

2,

%

’/,,I"'lmlm\\“\\
™

—_—
Mutagenesis

g,
SNty
St
R 2
S& “,

PCR Sample
10X Enzyme Mix
Reaction buffer

2

%, R
%, 1, o

"//,l"'lnum\\“
™

1 |

e ?

l In vitro Add 1L 0.5 M EDTA to stop
recombination the reaction
reaction Use 2L of recombination

X

reaction sample for
transformation

) >

Incubate on ice for 15 minutes
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* AccuPrime Pfx DNA Polymeraza (Invitrogen) - 2,5 U / ul (jednotka - 1U polymerazy
inkormporuje 10 nmol dexyribonukleotid( za 30 min pfi 74°C)

* Templatova DNA

e 10 pM primery

Postup:

* Pfiprava reakce:

10X AccuPrime Pfx Reaction mix 5,0 ul

10X Enhancer 5,0 ul
Primery (10 uM) po 1,5 pl
Vysledna koncentrace kazdého primeru v roztoku 0,3 uM
Templatovd DNA (SLC2A9 v pGEM T Easy vektoru) 20 ng

DNA Methylaza (4U/ pl) 1,0 ul (4U)
25X SAM 2,0 ul
AccuPrime Pfx polymeraza (2,5 U/ ul) 0,4 ul (1 V)
dH,0 doplnéni do celkového objemu 50,0 pl

* Nastaveni cykleru pro PCR reakci s ohledem na velikost vektoru a vloZzeného genu
podle doporuceni protokolu Invitrogen:
37°C 20 min
94°C 2 min
18 cykl: 94°C 20s
57°C 30s
68°C 2min30s
68°C 5 min

4°C po ukonceni programu

4.2.2 Stanoveni koncetrace DNA

Koncentrace DNA, pfipadné RNA byly stanoveny spektrofotometricky pfi vinové délce 260
nm na Nanodropu ND - 1000.
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4.2.3 DNA, gelova elektroforéza

Vzorky DNA byly nandseny do 1% agardzového gelu, ktery je vhodny pro separaci

fragment( o velikosti 1000 az 10000 bp.

Material pro pfipravu 1% agarézového gelu:

5x koncentrovany TBE pufr: 200 mM Tris, 10 mM EDTA, 450 mM H3BOs
Bromfenolovd modf (BFM): 50% glycerol, 0,13 M EDTA, 0,12% BFM
Agardza (Lonza)

Ethidium bromid (Sigma): zasobni roztok v koncetraci 1 mg/ 1 ml

Velikostni standard DNA: GeneRuler DNA Ladder Mix 0,5 pg/ul (Fermentas)

Postup:

Pfiprava roztoku agrozy:
1 x TBE pufr 50 ml
Agar6za 500 mg
Zahftivani roztoku agardzy v pufru, dokud se agardza zcela nerozpusti
Po schlazeni smési na cca 50°C pfidani 50 ul ethidium bromidu
Naliti gelu do pfipravené vanicky, vlozeni hfebenu
Tuhnuti gelu zhruba 40 minut
SloZeni aparatury a a zaliti vany s gelem TBE pufrem
Nandseni vzorkd DNA s bromfenolovou modfi v poméru objema 3:1
Naneseni velikostniho standardu DNA 5 pl
Nastaveni elektrického napéti na 70V - 100V v zavislosti na velikosti gelu
Vyhodnoceni fragmentl DNA pod UV transluminatorem pfi vinové délce 254 nm a
snimani digitalni ¢ernobilou kamerou (The IMAGINGSOURCE)
Upraveni snimk( v programu IC Capture (The IMAGINGSOURCE)

29



4.2.4 Rekombinacni reakce

Material:
* Vzorek PCR z mutagenecni reakce
* dH,0
z kitu GENEART Site-Directed Mutagenesis System (Invitrogen):
* 10X Enzyme mix
* 5XReaction Buffer

* 0,5MEDTA

Postup:
* Pfiprava rekombinacni reakce:
5X Reaction Buffer 4 ul
dH,0 10 ul
Vzorek PCR z mutagenecni reakce 4 pl
10X Enzyme mix 2 ul
* Promichani a inkubace 10 minut pfi pokojové teploté
* Zastaveni reakce pfidanim 1 ul 0,5 M EDTA
* Promichani a prfeneseni na led

* Bezprostfedni pouziti produktu k transformaci bakterii

4.2.5 Transformace bakterii DHa - T1 E. Coli

4.2.5.1 Priprava ploten s agarovou pldou, ampicilinem, X-Gal
Material:

* Nutrient Agar (Oxoid)

e dH,0

* Autoklav

* Petriho misky (6 cm)

*  Ampicilin (Ampicilin sodium salt Amresco)

* |PTG zasobni roztok v koncentraci 100 mM (Fermentas)
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* X-Gal (Fermentas)

* DMSO (Sigma)

Postup:

* Pfiprava roztoku agaru:
Nutrient Agar 56¢g
dH,0 200 ml

* Sterilizace roztoku v autoklavu

* Schlazeni roztoku pod 50°C

*  Pfidani ampicilinu (2 pl/ 1 ml)

* Preliti na plotny, tuhnuti cca 45 min

* Pfiprava X-Gal na plotny (mnoZstvi na 1 plotnu):
Rozpusténi 1,2 mg X-Gal v 50 ul DMSO
Pfidani 100 pl 100 mM IPTG

* Naneseni roztoku X-Gal na plotny (150 pl/ plotnu)

4.2.5.2 Vlastni transformace bakterii
Material:
* Rekombinacni reakce
* Bakterie DH5a - T1 E. Coli - soucdsti kitu GENEART Site-Directed Mutagenesis
System (Invitrogen)
¢ S.0.C. médium - soucasti kitu GENEART Site-Directed Mutagenesis System
(Invitrogen)
* Pfipravené plotny s agarovou puadou, ampicilinem a X-Gal
* Vodnilazen 42°C
* Nadoba s ledem
* Vyhfivana tfrepacka (Thermomixer Comfort Eppendorf)

* Termostat
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Postup:

Zahrati S.0.C. média na pokojovou teplotu

Rozmrazeni 2,0 ml mikrozkumavky s obsahem 50 ul bakterii na ledu zhruba 5 - 7
minut

Pfeneseni 2 pl rekombinacni reakce k bakteriim, promichani jemnym
poklepavanim

Zavickovani mikrozkumavky a inkubace na ledu 12 minut

Ponoreni do 42 °C vodni lazné na 30 sekund

Inkubace na ledu 2 minuty

Pfeneseni z ledu a pfidani 250 ul S.0.C. média

Inkubace 1 hodinu pfi 37°C v tfepacce pfi 225 rpm

Vysévani 30 pl a 50 pl bakterii v médiu na agarové plotny

Inkubace v termostatu v 37°C 16 hodin

4.2.5.3 Selekce bakterialnich klont a kultivace v tekutém médiu

Material:

Agarové plotny s pozitivnimi klony po 16 hodinové inkubaci v termostatu
Cisté agarové plotny s ampicilinem

10 ml uzaviratelné zkumavky

Tryptose phosphate broth (Oxoid)

Ampicilin (Ampicilin sodium salt Amresco)

Trepacka (Shaking incubator NB 205 N-BIOTEK.Inc)

Inokulacni sterilni klicky (Deltalab)

Postup:

Pfiprava tryptdzo - fosfatového média:
Tryptose phosphate broth 295¢
dH,0 100 ml
Sterilizace v autoklavu

Pfidani ampicilinu (2 ul/ 1 ml) po schlazeni smési pod 50°C
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Rozdéleni média do 10 ml zkumavek po 2 ml

Vybér 5 pozitivnich klon( transformovanych bakterii

Stér ¢asti klonu a pfeneseni do 2 ml tryptézo - fosfatového média

Stér druhé casti stejného klonu a preneseni na Cistou agarovou plotnu pro
uchovani v lednici po dobu maximalné 1 mésice. V pripadé pozitivni sekvenace lze
tento klon pouzit pro velkoobjemovou kultivaci a naslednou izolaci plazmidové
DNA. (viz kapitola 4.2.11)

Inkubace bakterii ve 2 ml tryptdzo - fosfatového média na tfepacce 16 hodin pfi

teploté 37°C

4.2.6 Izolace plazmidu PureYield™ Plasmid Miniprep System

(Promega)

Material:

Vybrané bakterialni klony po inkubaci 16 hodin pfi teploté 37°C v tryptdzo -
fosfatovém médiu

PureYield™ Plasmid Miniprep System(Promega)

Mikrozkumavky 1,5 ml

dH,0

Centrifuga pro mikrozkumavky (14 500 cpm)

Postup:

Odbér 1 ml z bakteridlni kultury, pfeneseni do mikrozkumavky
Centrifugace 5 minut pr 14 500 rpm

Vyliti supernatantu, doplnéni 600 pl dH,0

Dale podle protokolu Promega:

Pfidani 100 pl lyza¢niho pufru (Cell Lysis Buffer) a promiseni smési prekldpénim
zkumavky dokud se roztok v celém obejmu nezbarvi do modra

Po 2 - 3 minutach pfidani 350 pl studeného 4-8°C neutralizacniho roztoku
(Neutralization Solution) a dukladné promiseni preklapénim zkumavky dokud

roztok a precipitat nezméni zcela barvu do svétle Zluté
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* Centrifugace 3 minuty pfi 14 500 rpm

* Pfeneseni supernatantu pipetou (900 pl) na kolonku (PureYield™ Minicolumn)
umisténé do sbérné mikrozkumavky (PureYield™ Collection Tube)

* Centrifugace 15 sekund pti 14 500 rpm

* Vyliti supernatantu a umisténi kolonky do stejné sbérné mikrozkumavky

* Pfidani 200 pl promyvaciho roztoku Endotoxin Removal Wash

* Centrifugace 15 sekund pfi 14 500 rpm

* Pfidani 400 pl promyvaciho roztoku Column Wash Solution

* Centrifugace 30 sekund pfi 14 500 rpm

* Preneseni kolonky do ¢isté 1,5 ml mikrozkumavky a pfidani 30 ul eluéniho pufru
(Elution Buffer) pfimo na membranu kolonky, ponechani 1 minutu

* Vymytiizolované DNA centrifugaci 15 sekund p¥i 14 500 rpm,

¢ Uchovaniv-20°C

4.2.7 Stanoveni koncentrace DNA

viz kapitola 4.2.2

4.2.8 Restrikéni analyza

Material:
* Restrikéni endonukleaza Fast Digest EcoRl
* Pufr Fast Digest Buffer (Thermo Scientific - Fermentas)
* dH,0
¢ Zahrivaci blok (Dry Block Thermostat TDB-120 Biosan)
* Mikrozkumavky 0,5 ml

* Bromfenolova modi (BFM): 50% glycerol, 0,13 M EDTA, 0,12% BFM

Postup:
* Pfiprava roztoku:
Fast Digest EcoRl 1,0 ul (1FDU)
Fast Digest Buffer (10x) 2,0 ul
Vzorek DNA 200 - 300 ng
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dH,O0  doplnéni do celkového objemu 20 pl
* Inkubace 10 min pfi teploté 37°C
* Pridani bromfenolové modfi v poméru objemu - vzrorek:BFM/ 3:1

* Naneseni do agardzového gelu pro elektroforézu

4.2.9 DNA gelova elektroforéza

viz kapitola 4.2.3

4.2.10 Sekvenace

Vzorky byly sekvenovany v Laboratofi sekvenace DNA Prirodovédecké fakulty UK Praha na
3130 Genetic Analyzer (Applied biosystems). Pro vyhodnoceni jsem vyuZivala software

SerialCloner 2.6.0 a 4Peaks pro OS X/Mac.

Material:
* DNA
* iH0
* primery

Pro sekvenaci kazdého klonu jsem pouzivala 4 primery s naslednou komplementaritou:

* ve vektoru pGEM T Easy pred 5'koncem vloZeného genu (M13 Forward
Sequencing Primer binding site 2949-2972) (viz Obr. 7)

* ve vektoru pGEM za 3'koncem vloZeného genu (M13 Reverse Sequencing Primer
binding site 176-197) (viz Obr. 7)

* na pozici 408-429 ve vloZzené genové sekvenci pro SLC2A9L, pripadné 419-440 ve
vloZené genové sekvenci pro SLC2A9S (forward primer - 2F)

* na pozici 1280-1371 ve vloZzené genové sekvenci pro SLC2A9L, pfipadné 1291-

1382 ve vlozené genové sekvenci pro SLC2A9S (reverse primer - 3R)

Postup:

Vzorky jsem pfipravovala s ohledem na aktualni pozadavky laboratofre.
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4.2.11 Izolace plazmidu Genopure Plasmid Midi Kit (Roche)

Material:

Bakteridlni kultura v 100 ml tryptézo - fosfatového média po inkubaci 16 hodin pfi
37°C

Genopure Plasmid Midi Kit (Roche)

70% Ethanol (Penta)

Isopropanol (Penta)

dH,0

EB pufr (Qiagen)

Koénické zkumavky s uzavérem 50 ml

Mikrozkumavky 1,5 ml

Vyhtivana vodni lazen (50°C)

Centrifuga s chlazenim (5°C), 4000 rpm vykyvny rotor na kénické zkumavky, 14

500 rpm Uhlovy rotor na mikrozkumavky (Universal 32-R Hettich)

Postup:

Preneseni 30 ml bakterialni kultury do kénické zkumavky

Centrifugace 10 minut, 4000 rpm s vykyvnym rotorem pfi teploté 5°C

Odstranéni supernatantu, resuspendovani v 4 ml suspenzniho pufru (Suspension
Buffer + RNase)

Pridani 4 ml lyza¢niho pufru (Lysis Buffer), promichani preklapénim zkumavky 6 az
8 krat, inkubace 2 az 3 minuty pfi pokojové teploté

Pfidani 4 ml chlazeného (5°C) neutralizacniho pufru (Neutralization Buffer),
ziskani homogenni smési preklapénim zkumavky

Inkubace 5 minut na ledu

Cisténi lyzatu pres filtraéni papir, filtrace do ¢isté kénické 50 ml zkumavky
Ekvilibrace kolonky 2,5 ml ekvilibrac¢niho pufru (Equilibration Buffer) umisténé v
konické zkumavce

Pfeneseni vycCisténého lyzatu na kolonku s gravitatnim pritokem,

Promyvani kolonky 5 ml promyvaciho pufru (Wash Buffer), promyvani dvakrat
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* Preneseni kolonky do Cisté kdnické zkumavky, eluce plazmidu 5 ml pfedehratého
eluéniho pufru (50°C)

* Precipitace plazmidové DNA pfidanim 3,6 ml isopropanolu

* Rozdéleni smési do 6 mikrozkumavek po cca 1,43 ml

* Centrifugace 30 minut, 14 500 rpm pf¥i 5°C

* QOdstranéni supernatantu, pfidani 1 ml 70% ethanolu do kazdé zkumavky

* Centrifugace 10 minut, 14 500 rpm pfi 5°C

* Opatrné odstranéni ethanolu pipetou, suseni peletu 10 minut pfi pokojové
teploté

* Rozpusténi DNA pfidanim 50 pl EB pufru, prepipetovani DNA s EB pufrem ze

zkumavek 1 az 5.

4.2.12 Stanoveni koncentrace DNA

viz kapitola 4.2.2

4.2.13 Restrik¢ni analyza

viz kapitola 4.2.8

4.2.14 DNA gelova elektroforéza

viz kapitola 4.2.3

4.3 Priprava cRNA

4.3.1 Priprava templatu DNA pro in vitro transkripci

4.3.1.1 Linearizace plazmidové DNA
Material:
* cDNA Vv pGEM T Easy vektoru
* Restrikéni endonukleaza Scal (Fermentas)
* Pufr Scal Buffer (Fermentas)

* iH,0
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Zahtivaci blok (Dry Block Thermostat TDB-120 Biosan)
Mikrozkumavky 0,5 ml
0,5M EDTA (Invitrogen)

Postup:

Pfiprava roztoku:

Scal (10 U/ ul) 2,0 ul (20 V)
Scal Buffer 5,0 ul
Plazmidova DNA 5,0 ug

dH,O0  doplnéni do celkového objemu 50 pl
Inkubace 1 hodinu pfi teploté 37°C
Pridani 2,5 ul 0,5 EDTA

4.3.1.2 Purifikace DNA pomoci GenelET PCR Purification Kitu (Fermentas)

Material:

Reakéni smés Stépené plazmidové DNA
GenelET PCR Purification Kit (Fermentas)
Stolni centrifuga pro mikrozkumavky

Mikrozkumavky 1,5 ml

Postup:

Ptidani 50 pl (1:1) pufru Binding Buffer k reakéni smési Stépené plazmidové DNA
50 ul a preneseni 100 pl smési na purifikacni kolonku GenelET purification
column.

Centrifugace 60 sekund, 14 500 rpm, odstranéni roztoku ze sbérné zkumavky
Promyvani kolonky 700 pl Wash Buffer

Centrifugace 1 minutu pfi 14 500 rpm, odstranéni roztoku ze sbérné zkumavky
Centrifugace prazdné kolonky 1 minutu, premisténi kolonky do cisté 1,5 ml
mikrozkumavky

Eluce 20 ul Elution Buffer, centrifugace 1 minutu pfi 14 500 rpm.

Uchovani v -20°C
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4.3.1.3 Stanoveni koncentrace DNA

viz kapitola 4.2.2

4.3.1.4 DNA gelova elektroforéza

viz kapitola 4.2.3

4.3.2 In vitro transkripce z T7 RNA polymerazového promotoru
Material:

* Templat - precisténa linearizovana DNA

*  mMESSAGE mMACHINE Kit (Ambion - Invitrogen)

*  Mikrozkumavky 1,5 ml

* Zahfivaci blok (Dry Block Thermostat TDB-120 Biosan)

Postup:

* Pfiprava transkripéni reakce podle protokolu Invitrogen:
2X NTP/CAP 10,0 pl
10X Reaction Buffer 2,0 ul
Nuclease-free voda  doplnéni do celkového objemu 20,0 pl
Precisténa linearizovana DNA 1,0 pg
Enzyme Mix 2,0 ul

* Inkubace 2 hodiny pfi 37°C

4.3.3 Purifikace RNA pomoci RNeasy Mini Kitu (Qiagen)
Material:
* Reakéni smés mRNA z in vitro transkripce

* RNeasy Mini Kit (Qiagen)

96 - 100% ethanol

Mikrozkumavky 1,5 ml

Stolni centrifuga pro mikrozkumavky (14 500 rpm)
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Postup:

Podle protokolu RNA Cleanup z RNA RNeasy Mini Kit (Qiagen):

Doplnéni reakéni smési do 100 ul RNase-free vody

Pfidani 350 pl Buffer RTL

PFridani 250 ul 96 - 100 % ethanolu, promichani pipetovanim

Pfeneseni vzorku na kolonku RNeasy Mini spin column umisténé do sbérné
zkumavky

Centrifugace 15 sekund pfi 14 500 rpm, odstranéni roztoku ze sbérné zkumavky
Promyvani pomoci 500 pl Buffer RPE na kolonku, centrifugace 15 sekund pfi 14
500 rpm

Promyvani pomoci 500 ul Buffer RPE na kolonku, centrifugace 2 minuty pfi 14 500
rpm

Pfeneseni kolonky do Cisté 1,5 ml mikrozkumavky. Eluce 30 ul RNase-free vody
Centrifugace 1 minutu pfi 14 500 rpm

Uchovani v -70°C

4.3.4 Stanoveni koncentrace RNA

viz kapitola 4.2.2

4.3.5 RNA gelova elektroforéza

viz kapitola 4.2.3

Nanaseni velikostniho standardu RNA RiboRuler RNA Ladder, High Range (Thermo

Scientific)
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4.4 Exprese SLC2A9 v oocytech Xenopus laevis

4.4.1 Priprava oocytu X. laevis pro mikroinjikace cRNA
Roztoky:
* ND-96 kultiva¢ni médium pro oocyty
Material:
NaCl, KCI, CaCl,, MgCl,, NaOH (PENTA)
1M HEPES pufr (SIGMA-ALDRICH)
Pyruvat sodny (SIGMA)
Gentamycin - Gentaveto - 5(V M.D.)
dH,0
SloZeni:
NaCl 96,0 mM, KCI 2,0 mM, CaCl, 1,8 mM, MgCl; 1,0 mM, HEPES 5,0 mM, pyruvat
sodny 2,5 mM, gentamycin 1 pl/1 ml, dH,0, pH 7,6 Uprava pH pomoci NaOH

* OR-2 médium pro oplachovani a pfipravu oocytu
Material:

NaCl, KCl, MgCl;, NaOH (PENTA)
1M HEPES pufr (SIGMA-ALDRICH)
dH,0

Slozeni:

NaCl 82 mM, KCI 2,5 mM, MgCl, 1,0 mM, HEPES 5,0 mM, dH,0, pH 7,6 Uprava pH

pomoci NaOH

4.4.1.1 Priprava samice X. laevis a odbér oocyt(
Organismy:
Samice X. laevis byla oddélena od ostatnich samic v chovu do zvlastni kadé, tyden pred

odbérem oocytl dostavala pravidelné ve stravé vitamin E 100 - Zentiva.

Material:

* Tricaine (SIGMA)
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H,O

Sklenénd kadinka 1,0 |

Tac s ledem

Vysterilizované chirurgické nastroje (skalpel, jehla, vstiebatelné chirurgické nité
0,2 mm, nlizky)

70% ethanol (PENTA)

Petriho miska (6 cm)

roztok OR-2

Postup:

Pfiprava roztoku do sklenéné kadinky:
Tricaine 0,25 g
H,0 200 ml
Ponofeni samice do roztoku, zajisténi kadinky vickem s otvory pro vyménu
vzduchu
Uspani samice v roztoku 30 minut
Pfeneseni samice na tac s ledem do polohy na hrbetu.
Rez kGiZe a pobfisnice skalpelem v tFiselné oblasti o délce 1,5 cm
Vyjmuti &asti ovarialniho vaku pinzetou, odstfiZeni ¢asti vaku cca 2 cm® a ponoteni
do roztoku OR-2 v Petriho misce
Zasiti pobfisnice a kize chirurgickymi stehy
Pfeneseni samice do vysoké kadinky 11 do 3/4 naplnéné Cistou vodou, zajisténi

vickem s otvory

4.4.1.2 Osetreni oocytl pred mikroinjikaci

Material:

Kolagenaza (Collagenase from Clostridium histolyticum SIGMA-ALDRICH)
Binokularni lupa (Stemi 2000 ZEISS)
Roztoky OR-2, ND-96

Pasteurovy pipety
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Petriho misky (6 a 9 cm)
Konické zkumavky 50 ml

kyvacka

Postup:

Pfiprava roztoku kolagenazy:

Kolagenaza 30 mg

OR-2 15 ml
Pfeneseni odebranych oocytd v misce s OR-2 pod binokularni lupu, oddéleni
ovarialnich oball dvémi ostrymi pinzetami
Pfeneseni oocytl Pasteurovou pipetou do 10 ml OR-2 v kénické zkumavce, oocyty
musi pfi manipulaci zUstat stale ponofené v roztoku
Proplachovani oocytll opatrnym prevracenim zkumavky
Odebrani OR-2 a pfidani 15 ml roztoku kolagenazy, kyvani na kyvacce 1,5 - 2
hodiny aZ do oddéleni oocytll z oball a z mezibunécné hmoty
Vyliti roztoku kolagenazy a pridani 30 ml OR-2, kyvani na kyvacce 30 minut
Po separaci 90 - 95% oocytl vyliti OR-2 doplnéni ¢istym roztokem OR-2,
proplachovani oocytl, dokud roztok neni iry
Opatrné preneseni oocytl do Petriho misky s roztokem OR-2 a selekce oocytl pod
binokuldrni lupou
Vybér oocytd s primérem minimalné 1 mm - nejvétsi oocyty v rlstové fazi
zarodecného vacku, dokonale kulaté s rovnomérnou barvou na obou pélech, bez
skvrn a bez zbytk(l mezibunééné hmoty
Pfenaseni vybranych oocytli Pasteurovo pipetou do Cisté Petriho misky s roztokem
ND-96
Selekce v druhém kroku "idedlnich" oocytu a jejich prfendseni do Petriho misky s
primeérem 6 cm a s roztokem ND-96. Do jedné misky 40 oocytd pro 1 variantu
cRNA (vcetné neinjikovanych kontrol)

Inkubace v uzaviené Petriho misce 30 minut pfi pokojové teploté
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4.4.2 Mikroinjikace cRNA do oocytU

Material:
* QOsetfené oocyty v 6 mm Petriho misce v médiu ND-96
* Mikroinjektor IM300 (Narishige)
* cRNA
* Nadobasledem
* Pasteurova pipeta
* Zasobni lahvicky se zavitem 50 ml

¢ Roztok ND-96

Postup:

* Vypocet objemu injikovaného mnoZstvi cRNA podle koncentrace precisténé cRNA
(50 ng/ oocyt)

* Nasati 5 - 6 pl cRNA do kapilary mikroinjektoru, kalibrace pfistroje na injikaci
pozadovaného objemu na jeden impuls

* Uchovavani rozmrazené cRNA pred injikaci na ledu

* Injikace roztoku cRNA do vegetdlni hemisféry oocytu tésné pod rozhrani animalni
a vegetalni hemisféry, inkubace 10 minut pfi pokojové teploté

* rozdéleni injikovanych oocytl do 2 zasobnich lahvicek se zdvitem 50 ml s
roztokem ND-96 - pro funkéni studie 32 oocyt(, pro imunocytochemické znaceni 8
oocytd.

* Inkubace 48 hodin v ND-96 pfi 18°C, prlbéh translace cRNA in vivo

4.5 Funkéni studie

Roztoky:
* ND-96 (viz kapitola 4.4.1)
* Zasobni roztok radioaktivné znacené kyseliny mocové (roztok A)
Material:
* Radioizotop Uric Acid [8-14]C, 50-60 mCi/mmol (1.85-2.22 GBg/mmol) v

pevném skupenstvi (American Radiolabeled Chemicals, Ins.)
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*  K;HPO, (PENTA)

* KOH (PENTA)

* iH0

SloZeni: Radioizotop rozpustény ve 2,5 ml vodného roztoku 10mM K,HPO4: 1 M

KOH (99 : 1), vysledna aktivita 0,1 mCi/ ml, uchovani v -20°C

Roztok neznaceného urdtu (roztok B)

Material:

* Urat sodny (Uric Acid Sodium Salt U2875-5G, Sigma) v pevném skupenstvi
* ND-96

SloZeni: 100 uM urat sodny v roztoku ND-96

Radioaktivni roztok

Material:

* Zasobni roztok radioaktivné znacené kyseliny mocové (roztok A)
* Roztok neznaceného uratu sodného (roztok B)

SloZeni: 0,975% roztok B, 0,025% roztok A (vysledna aktivita: 0,64 GBg/mmol)

0,0625 M vodny roztok NaOH

Material:

Injikované oocyty po inkubaci 48 hodin v ND-96 pfi 18°C

24 jamkova desticka (1 ks pro studie 4 skupin oocytl s odliSnymi variantami cRNA)
Pasteurovy pipety

Nadoba s ledem

Scintilator TRI-CARB 2900TR Liquid Scintillation Analyzer (Packard)

Scintila¢ni zkumavky

Scintilacni roztok (Biodegradable Counting Scintillant Amersham Biosciens)
Casovace

Ochranné pomucky - plast, rukavice, bryle

Exsikator
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Postup:

Pfiprava roztoku neznadeného urdtu (roztok B), rozpousténi vysoce
nerozpustného uratu sodného sonikaci a zahfivanim pfi maximalni teploté 70°C
Pfiprava pro 32 oocytl injikovanych 1 variantou cRNA:

Radioaktivni roztok 0,5 ml, uchovéni na ledu

ND-96 5,0 ml, uchovéni na ledu

0,0625 M NaOH 0,2 ml
Pipetovani zchlazeného 0,5 ml radioaktivniho roztoku do jamky 1 (viz Obr. 9)
Pfeneseni vSech 32 oocytl Pasteurovou pipetou ze zdsobni lahvicky do

radioaktivhiho roztoku

(s vyjimkou prasklych
nebo porusenych
oocytll), inkubace v
roztoku 30 minut

Po cca 7-8 minutach od

preneseni posledni

skupiny oocytd do
radioaktivniho roztoku, Obr. 9 Schéma rozloZeni roztokt na 24 - jamkové desticce
preneseni dalsi skupiny oocytli s odliSnou cRNA do 0,5 ml radioaktivniho roztoku v
jamce 1 v dalsi radé

Po 30 minutach inkubace odsati radioaktivniho roztoku Pasteurovou pipetou a
pridani 1 ml chlazeného ND-96 na oocyty. Pipetaz po 1 ml chlazeného ND-96 do
jamek 2 - 6 v fadé.

Postupné prendseni oocytl Pasteurovou pipetou z jamky 1 do 2 az 6 s minimalnim
mnoZstvim roztoku v pipeté, oplach oocytl v Cistém ND-96

Z posledni jamky ¢. 6 rozdéleni oocytd do 6 scintilatnich zkumavek, do kazdé
preneseni 5 oocytl, v pripadé viech neporusenych oocytl likvidace 2 ndhradnich

Pridani 40 ul 0,0625 M NaOH do kazdé scintilacni zkumavky, poklepanim lyze

oocytl
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* Pfiprava BLANK zkumavek bez pfitomnosti radioaktivniho roztoku: 10 pul ND-96, 40
ul 0,0625 M NaOH

* Pfiprava IZOTOP zkumavek s ocekdvanou radioaktivitou v daném objemu: 10 pl
radioaktivniho roztoku, 40 ul 0,0625 M NaOH

* Suseni vzork(l ve scintilanich zkumavkach 48 hodin v exsikatoru

* Po vysuseni pfidani 0,5 ml scintilaéniho roztoku do kazdé zkumavky, zavi¢kovani

* Meéreni radioaktivniho rozpadu ve vzorcich na kapalném scintilatoru

4.6 Vizualizace a lokalizace GLUT9 v ramci oocytu X. laevis

4.6.1 Imunocytochemické znaceni GLUT9 v oocytech

Fixace oocytll ve 4% paraformaldehydu a =zaliti do parafinovych bloc¢kd byla
provedena v Histologické laboratofi UDMP. Nafezané preparaty byli znaceny primarni
polyklonalni protildtkou rabbit anti-SLC2A9 (MBL Japan) se specifitou k C-koncové
doméné GLUT9. Kontrolni URAT1 protein byl znaCen osvédCenou primarni protilatkou
rabbit anti-SLC22A12 (SIGMA). Sekundarni protilatky byly zvoleny Alexa Fluor 488 a 568
goatanti-mouse IgG(H+L) (Life Technologies).

Pro kolokaliza¢ni studie mutantnich proteint a endoplasmatického retikula (ER) byla

jako marker ER zvolena mouse anti-PDI monoklonalni protilatka (Stressgen, Belgium).
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5 Vysledky

5.1 Soubor alelickych variant SLC2A9

Soucdsti retrospektivniho souboru detailné biochemicky a klinicky testovanych
jedincl vcetné zndmé medikace je skupina 100 pacient(i s patologickymi hodnotami
urikémie (vétSinou hyperurikémicti jedinci) a kontrolni skupina 150 normourikémickych
jedincU. V téchto dvou skupinach bylo identifikovano 17 alelickych variant SLC2A9, z toho
6 synonymnich a 11 nesynonymnich jednobodovych zamén, 1 jedno nukleotidova inzerce
s nasledkem posunu cteciho ramce. Studium alelickych variant jsme omezili na
nesynonymni zamény a inzertni mutaci. Popis identifikovanych alelickych variant SLC2A9

(viz Tab. 1) jsem dostéavala priibéiné od Mgr. Ing. Blanky Stibdrkové, Ph.D. z UDMP .

nukleotidové zamény | aminokyselinové zamény dbSNP reference

nesynonymni mutace:

c.73G>A p.G25R rs2276961
c.707G>A p.G216R -

c.824C>T p.T275M rs112404957
c.841G>C p.D281H rs73225891
c.844G>A p.V282I rs16890979
c.881G>A p.R294H rs3733591
c.1059A>G p.N333S -

€.1049C>T p.P350L rs2280205
c.505G>A p.V169M rs144196049
c.208G>A p.A17T rs6820230
€.215G>A p.G72D -

c.416ins C p.1118HfsX27 -

synonymni mutace:

c.1237>C p.S41S rs112581525
c.383T7>C p.L108L rs13113918
c.375G>A p.T125T rs10939650
c.469G>A p.G136G -

c.504C>T p.1168I rs3733589
€.628T>C p.L189L rs13125646

Tab. 1 Popis alelickych variant SLC2A9
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5.1. Priprava cDNA wt variant SLC2A9L a SLC2A9S.

Z UDMP jsme ziskali cDNA lidského genu del$i SLC2A9L a kratsi SLC2A9S sestFihové

izoformy. Obé se liSily od popsanych wt variant. SLC2A9L se liSila ve 3 nukleotidech

A116G, C638T, A905G od wt varianty popsané v GenBank - "NCBI Reference Sequence:

NM_020041.2 Homo sapiens solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter),

member 9 (SLC2A9), transcript variant 1, mRNA", 1874 bazi. SLC2A9S se lisila ve 4

nukleotidech C394T, A447G, C639T, T1121C od wt varianty popsané v GenBank - "NCBI

Reference Sequence: NM_001001290.1 Homo sapiens solute carrier family 2 (facilitated

glucose transporter), member 9 (SLC2A9), transcript variant 2, mRNA", 1885 bazi.

Pro klonovani a expresi genu jsme zvolili "high copy number" bakteridlni vektor

PGEM®-T Easy Vector Systems (Promega) s T7 RNA polymerazovym promotorem a cDNA

jsem nasledujicim zplsobem upravila a vloZila do vektoru:

Uprava cDNA pro ligaci do vektoru - PCR reakce s bez poufZiti primerd s pomoci LA
DNA polymerdazou (Top-Bio) - pfidani deoxypolyadenosini na 3'konec genu
Kontrola velikosti ziskaného fragmentu gelovou elektroforézou (viz kapitola 4.2.3),
spektrofotometricky méreni koncentrace DNA (viz kapitola 4.2.2)

Ligace cDNA do vektoru pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega) (viz kapitola 4.1)
Transformace bakterii DH5a - T1 E. Coli (viz kapitola 4.2.5) a vysev bakterii v S.0.C.
médiu na misky s agarovou plidou, s ampicilinem a s X-Gal v mnozZstvi 20, 50 a
150ul. Inkubace pfi 37°C pres noc.

Stér 5 klonl z s variantou genu GLUT9S a s variantou genu GLUTIL, zaockovani do
2 ml tekutého tryptézo-fosfatového média, inkubace pfi 37°C 16 hodin,
preockovani vybranych klonl na zalozni agarové misky (viz kapitola 4.2.5.3)

Izolace plazmidové DNA - PureYield™ Plasmid Miniprep System(Promega) (viz
kapitola 4.2.6)

Restrikéni analyza, gelova elektroforéza (viz kapitola 4.2.8 a 4.2.3)

Sekvenace 2 klon(l z kazdé varianty (viz kapitola 4.2.10)

Vzhledem k tomu, Ze varianta S a L se lisi pouze v prvnim exonu, bylo mozné primery

pro sekvenaci univerzalné pouzivat pro pfipravu sekvenacnich reakci obou variant.
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* Vybér findlniho klonu pro kazdou variantu, stér ze zaloZni agarové misky a
mnozeni ve 100 ml tekutého tryptdzo-fosfatového média, inkubace pfi 37°C 16
hodin a izolace plazmidové DNA - Genopure Plasmid Midi Kit (Roche) (viz kapitola

4.2.11)

* Kontrolni sekvenace (viz kapitola 4.2.10)

Mistné specifickou mutagenezi jsem v cDNA SLC2A9L a v cDNA SLC2A9S vnesenych
do vektoru pGEM®-T Easy nahrazovala odliSné nukleotidy od popsanych wt variant. U
SLC2A9L na téchto 3 pozicich: A116G, C638T, A905G, u SLC2A9S na téchto 4 pozicich:
C394T, A447G,C639T, T1121C. Mutagenecni PCR reakce mlze v jednom kroku nahradit
nukleotidy pouze v jednom specifickém misté genu, proto bylo nutné cely nasledujici

postup opakovat v pripadé SLC2A9IL tfikrat, v pripadé SLC2A9S Ctyfrikrat:

* Metyla¢ni a mutagenecni reakce (viz kapitola 4.2.1)
Primery pro mutagenecni reakce jsem navrhovala timto zplsobem:
Oba primery (forward i reverse) musi obsahovat poZzadovanou mutaci. Misto mutace (v
nasem pripadé substituce Ci inzerce 1 bdze) musi byt umisténo v centrdlni oblasti
primeru. Oba primery by mély byt dlouhé 30 aZ 45 nukleotidli, nezapocitava se délka
mutace v naSem pripadé 1 baze. Zvolila jsme primery dlouhé 35 nukleotid(,
substituovany (pfipadné inzertovany) nukleotid byl umistén

uprostred.

* Gelova elektroforéza (viz kapitola 4.2.3)
Velikost fragmentu amplifikované DNA po mutagenezi jsem

kontrolovala gelovou elektroforézou (viz Obr. 10)

3000 bp =—=

Obr. 10 Priprava wt varianty SLCA9S, fragment cca 5000 bazi,
zaména C639T v SLC2A9S (ve vektoru pGEM T Easy).
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* Rekombinacni reakce (viz kapitola 4.2.4)

* Transformace bakterii DHa - T1 E. Coli (viz kapitola 4.2.5)
Pro optimalni hustotu klonu se osvédcilo vysévani 30 pl S.0.C. média s transformovanymi
bakteriemi / 1 plotnu s agarovou pidou, ampicilinem a X-Gal. Po 16 hodinach inkubace
pfi 37°C jsem vybrala 5 pozitivnich klond pro rlst v tryptézo-fosfatovém médiu a na
zalozni agarové plotny.

* lzolace plazmidové DNA - PureYield™ Plasmid Miniprep System(Promega) z 5

vybranych klon( (viz kapitola 4.2.6)

Plazmidovou DNA jsem eluovala do nejmensiho doporuc¢eného objemu 30 ul pufru
protokolem Promega. Vytézky se pohybovaly v rozmezi 80 - 220 ng / ul podle klonu.

* Stanoveni koncentrace izolované DNA (viz kapitola 4.2.2)

* Restrikéni analyza (viz kapitola 4.2.8)

* Gelova elektroforéza (viz kapitola 4.2.3)

1000 bp
3

3000 bp

Obr. 11 Restrikéni analyza pomoci EcoRl. Plazmidovd DNA ze 6 bakteridlnich kloni GLUTL(A905G) a z 5
klont GLUTS(T1121C). Kromé fragmenti o velikosti vloZené genové sekvence (cca 2000 bp) a vektoru
PGEM T Easy (cca 3000 bp) je u dvou klont patrny fragment nedostatec¢né stépené plazmidové DNA
(5000 bp).

Plazmidovou DNA klonl, u kterych velikost fragment(i po restrikéni analyze (viz
Obr 11) odpovidala velikosti vloZzené genové sekvence (cca 2000 bp) a vektoru pGEM T
Easy (cca 3000 bp) jsem nechala osekvenovat. Pro sekvenaci jsem vybrala 3 klony z kazdé

varianty, pfi Uspésné mutagenezi byl alesponi 1 ze 3 sekvenovanych klonl byl bezchybny.
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* Sekvenace 3 klonu (viz kapitola 4.2.10)
Po Uspésné sekvenaci bylo mozné pfistoupit k dalsi mutagenezi a zaméné dalsSiho

nukleotidu v genu az k ziskani popsané wild type varianty.

V poslednim kroku po sekvenaci a ovéreni shodnosti s wt variantou jsem si pfipravila
100 ml tryptdzo - fosfatového média (viz kapitola 4.2.5.3). Rozdélila jsem médium - 2 ml
do uzaviratelné zkumavky a 98 ml do Erlenmeyerovy bariky. Ze zasobni agarové ploty
uchované maximdalné meésic pfi 5°C jsem prenesla konkrétni klon do 2 ml média,
inkubovala kulturu na tfepacce 8 hodin pfi 37°C, poté odebrala 1 ml z kultury a prenesla
do 98 ml média v Erlenmeyerové barice. Inkubovala jsem kulturu dalSich 16 hodin na
tfepacce pfi teploté 37°C.
Nasledovala:

* Izolace plazmidové DNA - Genopure Plasmid Midi Kit (Roche) (viz kapitola 4.2.11)
Vytézky po izolaci se pohybovaly v rozmezi 1400 - 2200 ng / ul v objemu 50 pl elu¢niho
pufru.

* Kontrolni sekvenace ( viz kapitola 4.2.10)

5.2. Pfiprava cDNA alelickych variant SLC2A9L a SLC2A9S

Pro izoformu GLUT9L a GLUT9S byly jedine¢né pouze 2 alelické varianty a to
aminokyselinové zamény v N-koncové doméné proteinu p.G25R pro GLUTIL a p.A17T pro
GLUT9S. Ostatni nesynonymni mutace jsem pfipravovala v obou izoformach GLUTIL a

GLUT9S.

Navrhla jsem primery pro mutagenecni reakce stejnym zplsobem jako pfi tvorbé wt
variant cDNA (viz kapitola 5.2). Pro priklad uvadim navrzeni primeru pro zaménu
deoxyadenosinu za deoxyguanosin v cDNA na pozici 505 V169M (c.505G>A;
rs144196049):

V169M - forward: CCTTTGAAATGCTCATCATGGGACGCTTCATCATG
V169MR - reverse: CATGATGAAGCGTCCCATGATGAGCATTTCAAAGG
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Jako templatovou DNA v mutagenecni reakci jsem pouzivala cDNA wt SLC2A9L a

cDNA wt SLC2A9S v pGEM TEasy vektoru ziskanou v pfedchozich krocich (viz kapitola 5.2).

Obdobné jako pfi tvorbé wt variant jsem pfipravovala jednotlivé alelické varianty

nasledujicim zplsobem:

Metylaéni a mutagenecni reakce (viz kapitola 4.2.1)

Gelova elektroforéza (viz kapitola 4.2.3)

Rekombinacni reakce (viz kapitola 4.2.4)

Transformace bakterii DHa - T1 E. Coli (viz kapitola 4.2.5)

Izolace plazmidové DNA - PureYield™ Plasmid Miniprep System(Promega) z 5
vybranych klon( (viz kapitola 4.2.6)

Stanoveni koncentrace izolované DNA (viz kapitola 4.2.2)

Restrikéni analyza (viz kapitola 4.2.8)

Gelova elektroforéza (viz kapitola 4.2.3)

Sekvenace 3 klona (viz kapitola 4.2.10)

pfiprava 100 ml tryptdzo - fosfatového média, rust klonu v médiu 8 a 16 hodin pfi
37°C a izolace plazmidové DNA - Genopure Plasmid Midi Kit (Roche) (viz kapitola
4.2.11)

Kontrolni sekvenace ( viz kapitola 4.2.10)

Podafilo se mi pfipravit cDNA vsech alelickych variant s nesynonymnimi mutacemi (viz

Tab. 1) v obou izoformdach a cDNA variant specifickych pro kazdou z izoforem (p.G25R

pro GLUT9L a p.A17T pro GLUT9S). Celkem 22 odlisnych cDNA.

5.3. Priprava cRNA

Templat pro transkripci in vitro jsem pfipravovala linearizaci cDNA kazdé varianty

SLC2A9 v pGEM T Easy vektoru podle postupu v kapitole 4.3.1.1. Zvolila jsem restrikéni

endonukleazu Scal se specifitou Stépeni v genu pro ampicilinovou rezistenci ve vektoru

(viz Obr. 7).

Po prelisténi Stépené plazmidové DNA - DNA GenelET PCR Purification Kit

(Fermentas) (viz kapitola 4.3.1.2) bylo nutné vysledek Stépeni plazmidu vizualizovat

gelovou elektroforézou (viz kapitola 4.2.3). V pfipadé Stépeni veskeré DNA byl patrny
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jediny fragment o velikosti 5000 bp (viz Obr. 12). MnozZstvi ziskané linearni DNA bylo v

rozmezi 1,7 ug- 4,0 ug / 20 pl.

e

1000 bp ==

3000 bp e

Obr. 12 Vysledek stépeni plazmidové DNA pomoci Scal (SLC2A9S

-A17T, V169M, D281H, SLC2A9L - G25R)

Transkripce in vitro pomoci mMMESSAGE mMACHINE Kit (Ambion - Invitrogen) probiha
z T7 RNA polymerazového promotoru. Pro transkripéni reakci (viz kapitola 4.3.2) se
doporucuje v jedné reakci 20 pl pouzit az 1 pg templatové linedrni DNA, ale maximalné v
poméru 6 ul rozpusténé DNA : 14 ul objemu ostatnich sloZzek reakce. Pro jednu
transkripCni reakci jsem pouzivala 0,5 - 1 pg linedrni DNA. Abych z této transkripce ziskala
dostatecné koncentrovanou cRNA, kterou je mozné vyuzit pro mikroinjikace, pfipravovala
jsem dvojnasobné mnozstvi transkripcnich reakci a vyslednou cRNA jsem purifikovala do
30 ul vody cisténé od RNaz pomoci RNA RNeasy Mini Kit (Qiagen) (viz kapitola 4.3.3)
Mnozstvi ziskané cRNA bylo v rozmezich 413,0 - 852,0 ng/ ul. Abych sjednotila injikované
objemy rozpusténé cRNA od vsech variant, fedila jsem cRNA na 640,0 ng/ ul, pfipadné
koncentrovala cRNA ve vakuové centrifugacni odparce. Pfed injikaci jsem vizualizovala
cRNA gelovou elektroforézou (viz kapitola 4.3.5). Na obrdzku (viz Obr. 13) je patrny
transkript o velikosti vétsi nez 2000 bazi a dalsi fragmenty (linedrni templatova DNA -
5000 bp a pravdépodobné delsi transkipty vzniké prepisem zbytkového mnozZstvi

nedostatecné stépené plazmidové DNA).

2000 b

Obr. 13 cRNA po transkripci in vitro

(GLUTIOL P350L, GLUT9S P350L)
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5.4. Mikroinjikace cRNA

Oocyty pro studie jsme odebirali stfidavé od 3 samic X. laevis. V ramci jedné studie
jsem pouzivali vidy oocyty od jedné samice. Po odbéru zlstavaly samice v karanténé a
k dalSimu odbéru u konkrétni samice jsme pfistoupili nejdfive po 2 mésicich od
posledniho odbéru. Stfidali jsme misto fezu pro odbér oocytl v pravé a levé tfiselné
oblasti.

Do oocytu jsme injikovali 50 ng cRNA, tedy 78,0 nl/ oocyt. Maximalni mnoZstvi
testovanych variant v jedné funkcni studii bylo omezeno predevsim c¢asem, ve kterém
jsme byli schopni pfipravené oocyty injikovat na jednom mikroinjektoru. Casové rozpéti
mezi prvnimi injikovanymi a poslednimi injikovanymi oocyty jsme stanovili na 2,5 hodiny.
Za tuto dobu jsme byli schopni injikovat 7 variant genu (véetné kontrolnich wt variant),

tedy 280 oocytu.

5.5. Funkc¢ni studie

Od pocatku projektu jsme uskutecnili 13 studii. Pfi prvnich 7 studiich jsme reSili vybér
vhodného scintilatoru a problémy s metodikou (viz kapitola 6.5.1). 8. studie byla
provedena s kontrolnimi vzorky pro ovéreni findlni metodiky. Vysledky, které zde uvadim
jsou z 9., 12. a 13. studie. Kvalita oocytl pfi 10. a 11. studii byla pravdépodobné ovlivnéna
sezénnimi faktory (viz kapitola 2.5.1), v dobé odbéru oocytd kulminovaly vysoké letni
teploty a pfi méreni se objevilo vysoké procento oocytli s porusenou membranou. Proto

vysledky 10. a 11. studie neuvadim a nebudou soucasti celkového vystupu ziskanych dat.

Hodnoty cpm zaznamenané scintilatorem (viz Tab. 2, 3, 4) jsem nejdtive statisticky
hodnotila analyzou rozptylu (ANOVA) testem. V kazdé studii se jednd o soubor 8 skupin, v
kazdé skupiné 3 - 6 méreni. Chybéjici hodnoty v nékterych skupinach (namérené radové
tisice cpm v jednom méreni) jsme z hodnoceni vyradili, povazujeme je za dUsledek
porusené membrany nékterych oocytd pfi inkubaci v radioaktivnim roztoku. Ostatni

méreni se pohybuji fadoveé ve stovkach cpm/ 4-5 oocytd.
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Vysledky testovani ANOVA:

studie 11.6.2013 F=3,87 p<0,01 kritickd hodnota F = 2,26
studie 21.7.2013 F=5,77 p<0,001 kritickd hodnota F = 2,33
studie 23.7.2013 F=19,40 p<0,001 kritickd hodnota F = 2,25

Hodnoty cpm byly zaznamenany pro kazdou scintila¢ni zkumavku s obsahem 4 az 5
oocytl. Pro srovnani jsou hodnoty méreni cpm, vypocty DPM, priimérl a smérodatnych
odchylek vztazené na 1 oocyt (viz Tab. 2, 3, 4). Ve tfech uvedenych studiich byl pro
méreni vtoku uratu pouzit radioaktivni roztok se stejnou specifickou aktivitou 0,6436

Bg/pmol (38,61 DPM/pmol).

11.06.13 ucinnost detekce 74,9%
GLUTOL GLUT9S GLUT9S GLUT9S
varianta neinjikované URAT1 wt GLUTIL wt G25R GLUT9S wt A17T V169M D281H
18,40 20,20 27,00 13,20 103,20 43,20 45,20 5,20
7,00 14,20 25,80 22,80 29,80 28,75 9,60 6,40
7,00 21,00 23,60 4,80 36,80 15,20 12,40 22,40
9,40 33,80 10,20 25,60 47,80 12,80 12,00 12,80
9,40 11,00 29,60 15,00 24,80 20,20 11,20 4,80
6,75 23,67 15,25 50,50 58,00 27,00 44,00
cpm priimér ‘ 9,66 20,04 23,31 16,11 48,82 29,69 19,57 15,93
SD 4,45 8,75 6,80 7,39 28,44 17,72 14,07 15,29
DPM (primér) ‘ 12,88 26,72 31,09 21,48 65,10 39,59 26,09 21,25
SD 5,94 11,67 9,07 9,86 37,93 23,63 18,77 20,39
pmol/oocyt/30
min 0,33 0,69 0,80 0,56 1,69 1,03 0,68 0,55
SD 0,15 0,30 0,23 0,26 0,98 0,61 0,49 0,53

Tab. 2 Hodnoty cpm po odecteni priumérné hodnoty pozadi priimérované na jeden oocyt ze studie 11.6.2013
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21.07.13 ucinnost detekce 75,0%
GLUTIL GLUT9S GLUT9S GLUT9S
varianta neinjik. URAT1 wt GLUTIL wt R294H GLUTS wt T275M R294H P350L
38,80 71,80 41,40 58,20 83,00 50,60 93,20 40,20
26,40 91,80 35,40 53,00 72,00 64,00 128,80 29,40
33,60 84,80 34,80 103,20 43,20 85,20 111,00 42,80
68,00 69,60 88,20 75,20 52,00 77,40 65,20
75,40 125,40 84,80 34,60
36,00 119,40 63,20
cpm pramér ‘ 32,93 79,10 48,77 85,60 79,60 62,95 102,60 45,90
SD 6,23 11,11 18,62 30,47 24,60 16,01 22,21 14,93
DPM (priimér) ‘ 43,91 105,47 65,02 114,13 106,13 83,93 136,80 61,20
SD 8,30 14,81 24,83 40,63 32,79 21,34 29,62 19,90
pmol/oocyt/30

min 1,14 2,73 1,68 2,96 2,75 2,17 3,54 1,58
SD 0,21 0,38 0,64 1,05 0,85 0,55 0,77 0,52

Tab. 3 Hodnoty cpm po odecteni primérné hodnoty pozadi primérované na jeden oocyt ze studie 21.7.2013

23.07.13 ucinnost detekce 73,1%
GLUTIL GLUTIL GLUTIL GLUT9S
varianta neinjik. URAT1 wt GLUTIL wt V169M V282l P350L GLUT9S wt V282l
30,60 93,60 38,60 71,60 47,80 77,20 55,40 36,00
33,00 164,00 42,40 48,20 45,40 79,60 56,00 35,00
29,20 116,00 50,80 55,20 47,60 62,60 50,80 37,40
35,80 108,40 54,00 59,40 65,00 70,60 58,60 30,00
31,80 86,20 69,40 49,40 32,20 66,40 62,60 86,60
22,20 120,60 51,40 65,00 36,60 77,60 59,80 33,00
cpm primér ‘ 30,43 114,80 51,10 58,13 45,77 72,33 57,20 43,00
SD 4,62 27,44 10,73 9,10 11,36 6,89 4,09 21,51
DPM (priimér) ‘ 41,63 157,05 69,90 79,53 62,61 98,95 78,25 58,82
SD 6,32 37,53 14,68 12,44 15,54 9,42 5,59 29,43
pmol/oocyt/30

min 1,08 4,07 1,81 2,06 1,62 2,56 2,03 1,52
SD 0,16 0,97 0,38 0,32 0,40 0,24 0,14 0,76

Tab. 4 Hodnoty cpm po odecteni primérné hodnoty pozadi primérované na jeden oocyt ze studie 23.7.2013
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Vysledky testovani jsou zaneseny v grafech (viz Graf 1, Graf 2, Graf 3). Pro snaZzsi
orientaci jsou izoformy odliSeny ve dvou oblastech (GLUTIL cervené, GLUT9S modre).
Oocyty s expresi URAT1 wt slouZi jako pozitivni kontrola. Signifikantni rozdil v prenosu
uratu alelické varianty od wt varianty (GLUT9L nebo GLUT9S) byl testovan

dvouvybérovym t-testem na hladiné pravdépodobnosti p<0,05 (*), pfipadné p<0,01 (**).
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Graf 2 Hodnoty DPM/oocyt (studie 21.7.13)
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Graf 3 Hodnoty DPM/oocyt (studie 23.7.13)
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Vtok urdtu po 30 minutach inkubace v roztoku je vypocéten a v pmol/ oocyt/ 30 min a

zanesen do grafli (viz Graf 4, 5, 6).
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Graf 7 Porovndni namérenych hodnot u wt variant ze 3 studii (v %)

Prmérné hodnoty DPM wt variant ve 3 studiich jsou vztazeny k hodnotam DPM
neinjikovanych oocytl (viz Graf 7). Lze srovnat relativni narQisty zméreného vtoku uratu

do oocytll s exprimovanymi wt variantami.

5.2 Vizualizace a lokalizace GLUT9 v ramci oocytu X. laevis

5.2.1 Imunocytochemie

Po inkubaci oocytl 48 hodin pfi teploté 18°C jsme 8 oocytl kazdé varianty v roztoku
ND-96 pFedali Histologické laboratofi UDMP, kde oocyty fixovali ve 4% paraformaldehydu
a zalili je do parafinovych bloc¢ka.

Pro imunocytochemickou analyzu GLUT9 byly v UDMP postupné testovany protilatky
od vice firem se snahou ziskat protilatku sensitivné a specificky reagujici v parafinovych
fezech. Otestovdno bylo celkem pét protilatek od péti rlznych vyrobcl. Protildtky se
testovaly na parafinovych a kryostatovych fezech lidské ledviny, kde byla exprese GLUT9
potvrzena v proximalnich tubulech. U parafinovych fezli byla rovnéZ provadéna

demaskace epitopll. Z péti zakoupenych protilatek se ukazala jako vhodna pro dalsi praci
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pouze polyklonalni rabbit anti-SLC2A9 (MBL Japan), ktera zndzorriovala bazolaterdlni pdl
proximalnich tubuld lidskych ledvin a byla relativné specifickd a sensitivni v xenopich
oocytech.

Exprese proteinu a jejich lokalizace na membrandch oocytl byla detekovana u obou
wt variant GLUT9S(L), vSech testovanych alelickych variant GLUT9S(L) i u kontrolni wt
varianty URAT1 ve vySe uvedenych studiich - 11.6.13, 21.7.13 a 23.7.13 (ustni sdéleni,
StibGrkova UDMP).
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6 Diskuze

6.1 Priprava cDNA wt variant SLC2A9L a SLC2A9S

Vysledky mutagenecni PCR reakci byly i pfi zachovani stejnych podminek zpocatku
velice odlisné, v nékterych pripadech nebylo mozné amplifikovanou DNA na gelu
identifikovat vibec. Jedinou odliSnou komponentou v reakcich byly primery a jejich mirné
rozdilnd T,,. ZkouSela jsem amplifikovat DNA v teplotnim gradientu 50°C, 54°C a 57°C.
Ukazalo se, Ze v téchto problematickych mistech zUstdvaly vytézky stale nulové. V dalSim
kroku jsem pridavala k AccuPrime Pfx DNA polymeraze 50mM MgSO, v mnozstvi od 0,3 pl
do 1ul. Optimalni vytézky jsem ziskala pfi pridani 0,5 pl MgSQO,, ktery jsem pak pridavala
do vSech nasledujicich mutageneclnich reakci. Problémy s amplifikaci a jejich feSeni jsou
popsany v protokolech GENEART Site-Directed Mutagenesi System (Invitrogen) a
AccuPrime Pfx DNA Polymerdza (Invitrogen).

Tato ¢ast molekuldarné biologické prace byla ¢asové nejnarocnéjsi, jak jsem uvadéla
mutagenecni PCR reakce muzZe v jednom kroku nahradit nukleotidy pouze v jednom
specifickém misté genu, takZe cely proces od mutagenecni reakce po sekvenaci nemohl
probihat paralelné ze dvou templatovych cDNA jako v pfipadé pfipravy cDNA pro

jednotlivé alelické varianty .

6.2 Priprava cDNA alelickych variant SLC2A9L a SLC2A9S

Nékteré mutageneze jsem musela opakovat dvakrat az tfikrat. Jednim z dlvod( byl
nedostatecny vytézek pfi mutagenecni reakci. Dalsi divody, které byly patrné az po
sekvenaci, pro opakovani celého postupu byly:

- ve dvou pripadech nedoslo k zaméné v misté pozadované mutace

- tfikrdt doSlo k nukleotidové zdméné v jiném ndhodném misté genové sekvence,
pravdépodobné DNA polymerazou pti amplifikaci (mutagenecni reakci)

- dvakrat jsem v ramci sekvenace po izolaci plazmidu z bakterii nalezla v cDNA inzerce o

velikosti 20 az 30 nukleotidd.
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Pokud uvdiim, Ze se jedna o pfipravu 22 rGznych cDNA, pak jsem feSila tyto drobné

problémy u cca 40% variant.

6.3 Priprava cRNA

Templat pro transkripci in vitro vznikly Stépenim plazmidové DNA s vloZenou
genovou sekvenci bylo nutné vizualizovat gelovou elektroforézou a vyhnout se pouziti
templdtové DNA, kterd by obsahovala cirkuldrni DNA molekuly. Diky vysoké procesivité
RNA polymerdzy by z nedostatecné Stépeného templdtu (i z nepatrného mnoiZstvi
cirkuldrni DNA) vznikaly pfi transkripci variabilné dlouhé prepisy RNA. Problematicka
muze byt vSak pfitomnost i tak malého mnozstvi cirkuldrni DNA, které je obtizné na gelu

vizualné detekovat. (viz protokol mMMESSAGE mMACHINE Kit Ambion - Invitrogen)

Na obrazku (viz kapitola 5.4. Obr. 13) jsou vidét nanesené vzorky RNA po precisténi
transkripéni reakce pomoci RNA RNeasy Mini Kit (Qiagen). Fragment o velikosti cca 2000
bazi odpovidd velikosti transkriptu mRNA pro GLUTIL a GLUT9S (rozdil mezi velikosti
MRNA mezi izoformami je pouze 11 bazi). Dalsim fragmentem, ktery je patrny u kazdého
vzorku je pravdépodobné linearizovand DNA, ktera zUstdva i po precisténi v roztoku. Jeji
velikost je znatelné vyssi, coZz odpovida velikosti genové sekvence s vektorem (cca 4900
bazi v pripadé GLUTY a cca 8000 bazi v pripadé URAT1, jehoz genova sekvence je vloZena
ve vektoru pcDNA3 o velikosti 5,4 kb). Abych degradovala stavajici DNA po transkripéni
reakci, testovala jsem pouziti DNazy (TURBO DNase - soucasti kitu mMESSAGE
mMMACHINE Kit, Ambion - Invitrogen) podle protokolu Invitrogen 15 min pfi 37%C. Po této
dobé vsak dochazelo i k degradaci cRNA. Pti pripravé cRNA fesili stejny problém s
degradaci RNA po pouziti DN4z z kitu v laboratofi UDMP. (Ustni sdéleni Stibdrkova
UDMP). Zbyvajici DNA jsem poté ve vzorku ponechavala, jeji mnozstvi vzhledem k cRNA

bylo 1:20, pfipadné mensi a nebranilo expresi proteinu v cytoplazmé.

Ve vzorcich uskladnéné cRNA pfi -70°C po dobu nékolika mésicl jsem kontrolovala
pripadnou degradaci gelovou elektroforézou. Ukazalo se, Ze po 7 mésicich jsou fragmenty
RNA stejné veliké jako bezprostfedné po transkripci, zatimco po 13 mésicich uskladnéni

byla u nékterych vzork( patrnd vysokd degradace RNA.
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6.4 Mikroinjikace

Maximalni objem roztoku rozpusténé cRNA, ktery jsme testovali pro injikaci do
jednoho oocytu, byl 120 nl (50ng cRNA). Pro srovnani ve studii Bianchi a Driscoll (2006)
pozitivné hodnoti injikované mnoizstvi do 69 nl, ani pfi takto vysokém injikovaném
objemu (120 nl) nedoslo k naruseni membran oocytl a imunocytochemicka kontrola
potvrdila na membranach expresi exogenniho proteinu. Objem injikované rozpusténé
cRNA jsme se snazila minimalizovat (vzhledem k velikosti a objemu cytoplazmy oocytu X.
laevis) a sjednotit pro vSechny varianty cRNA, abychom dosahli stejnych podminek pfi
translaci exogennich proteind v cytoplazmé. S ohledem na mnoizstvi ziskdvané cRNA
transkripci in vitro (413,0 - 852,0 ng/ ul) jsem zvolila stfedni hodnotu z mnozstvi ziskanych
vzorkd cRNA (640,0 ng/ ul) a koncentrovanim, pfipadné fedénim jsem upravovala roztoky
cRNA na tuto koncentraci. Injikovany objem takto koncentrované cRNA vychazel na 78,0
nl / oocyt. Ukazalo se, Ze je vhodny pro injikaci, oocyty zUstavaly neporusené a exprese

proteind GLUT9 a kontrolniho URAT1 byla detekovana imunocytochemicky.

6.5 Funkcni studie

6.5.1 Metodika

V prvnich 7 studiich jsme pouzivali stejnou metodiku pro méreni jako v laboratofi
Prof. Kimiyoshi Ichida, MD. - Department of Pathophysiology (viz kapitola 1.), ktera se v
této laboratofi pouziva standardné pfi studiu uratovych transportérd (Ichida et al., 2004).
Jedna alelickd varianta (jedna varianta cRNA) se injikuje do 8 oocytl a radioaktivni rozpad
znaceného [14C] urdtu se v Micro Beta Plate Counteru méfi pro kazdy oocyt jednotlivé .
Ze skupiny 8 méreni v kazdé varianté se vybiraji neodchylena data pro statistickou analyzu
a pro vypocet vtoku uratu v pmol.

Timto zplsobem jsme pfi méfeni radioaktivniho rozpadu [14C] znaceného urdtu v
jednom oocytu ziskavali znaéné mnozstvi hodnot cpm na urovni kontrolniho neznaceného
pozadi, navic hodnoty pro jednotlivé izoformy byli natolik variabilni (vCetné
neinjikovanych a kontrolnich URAT1 exprimujicich oocytu), Ze nebylo mozné uvaZzovat o

dals$im hodnoceni dat. Oocyty jsme vkladali jednotlivé do 96- jamkové scintilacni desticky
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a pro méreni vyuzivali stejny typ scintildtoru (Micro Beta Plate Counter) podle pivodniho
protokolu. Uvazovali jsme o mozZnych negativnich vlivech na ziskané vysledky, kterymi
mohly byt napfiklad nedostatecné oplachnuté oocyty po inkubaci v radioaktivnim roztoku
¢i porusenda membrana oocytl pfi manipulaci. Tyto kroky jsme se proto snaZili
optimalizovat.

Abychom zaznamenali vy$si hodnoty cpm v objemu oocytu (polocas rozpadu 14C je

vice jak 5,7 tisice let), pfipravili jsme pro méfeni vtoku urdtu radioaktivni roztok o
relativné vysoké specifické aktivité (32 %) - témér kazda treti molekula urdtu v roztoku
obsahovala znaceny uhlik [14C] pti zachovani koncentrace uratu v roztoku (100 uM).
Ziskana méreni byla bohuzel i po 7. studii nepouzitelna pro dalsi interpretaci a to i pfesto,
Ze kontrolni znaceni protilatkou pro GLUT9 proteiny na membrandch oocytl byla pozitivni
(Gstni sdéleni pracovnik( histologické laboratofe UDMP).
Rozhodli jsme se, Ze zvySime pocet oocytl pro jedno méreni radioaktivniho rozpadu 14C.
Misto 8 oocytl pro testovani jedné varianty v radioaktivnim roztoku jsme testovali oocytl
30 a rozdélili je do 6 scintilacnich zkumavek po 5 kusech. Dalsi zvysSeni poctu oocytl pro
jedno méreni by zvySilo presnost detekce radioaktivniho rozpadu, avsak pfi zachovani
minimalniho poctu méfeni pro jednu skupinu (6 méfeni). Z praktickych ddvodu -
mikroinjikace urcitého mnoZstvi oocytl jednou variantou cRNA véetné mikroinjikace
kontrolnich oocytll (URAT1, GLUTI9L wt, GLUT9S wt) v dostatecné uzkém casovém
horizontu (2,5 hodiny) - jsme zvolili pravé toto mnoZstvi oocytl pro testovani. 30 oocytl
pro funkéni studie, 2 nahradni pro pfipadnou lyzi pfi manipulaci a 8 oocytl pro
imunocytochemické znaceni.

Nevyhodou pfi takto naplanované studii je skute¢nost, Ze se ve skupiné 5 oocytll ve
scintilatni zkumavce miiZze vyskytnout jeden oocyt, ktery mél v dobé inkubace v
radioaktivnim roztoku narusenou membranou a vtok uratu i detekovana hodnota cpm
nar(sta o jeden rad (detekovany tisice cpm). Tim ztracime 1 i vice ze 6 méfeni v souboru.

Pfi studiu lidského uratového transportéru ABCG2 na oocytech Xenopus laevis
(Woodward et al., 2009) autofi uvadéji, ze po injikaci nechali inkubovat oocyty 4 dny pfi
teploté 15-20°C. Vtok uratu méfili po 1 az 2 hodinach v 50 uM roztoku 14C uratu ¢i pres
noc v 500 uM roztoku urdtu pfi 15°C. Po umyti oocytll v roztoku ND-96 umistili do kazdé

scintilacni zkumavky 2 oocyty .
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Pfi porovnani vtoku urdtu do oocytl s exprimovanymi wt variantami a vtoku do
oocytl neinjikovanych (viz Graf 7) jsou viditelné rozdily mezi studiemi. V dalsi studiich
bych navrhovala bych zvysit koncentraci uratu na 200 - 300 uM v radioaktivnim roztoku,
kdy stoupne rychlost prenosu uratu pres GLUT9 vice jak dvakrat (Vitart et al., 2008). Tato
koncentrace je v rozmezi fyziologickych podminek extracelularniho prostredi ¢lovéka. Pfi
vysSich koncentracich uratu v oocytech bychom mohli presnéji s vyssim rozdilem od

kontrolniho pozadi detekovat rozpad 14C scintilatorem v takto malych objemech.

s

6.5.2 Vysledky méreni

Pfed interpretaci kazdé studie posuzuji signifikantni narQist hodnot namérenych DPM
u oocytl s exprimovanymi wt variantami (URAT1, GLUT9L, GLUT9S) s hodnotami DPM u
oocytll neinjikovanych dvouvybérovym t-testem (p<0,05). Ve tfech uvedenych studiich

test potvrdil signifikantni rozdil hodnot.

Pfi méreni kinetickych parametri vtoku urdtu u oocytll s expresi URAT1 byla
odhadnuta Michaelisova konstanta (Ky) = 371 +- 28 UM a Vma= 0,42 pmol/oocyt/min
(Enomoto et al.,, 2002). Pfi koncentraci extracelularniho urdtu 100 uM pfi inkubaci 30
minut v roztoku jsem predpokladala vtok urdatu do oocytu 2,68 pmol/oocyt/30min. Pfi
studiich 21.7. a 23.7. vySel pramérny vtok urdtu do oocyt(/(URAT1+) 2,73
pmol/oocyt/30min a 4,07 pmol/oocyt/30min (viz Graf 5, Graf 6), coZ se d4 povaZovat za
pozitivni vysledek a kontrolu UspéSného experimentu. Naopak studie z 11.6. vykazuje
velice nizky vtok urdtovych iontl nejen pres URAT1, ale i ptes dalsi transportéry (viz Graf

4).

Pfi studiu enzymatické aktivity GLUTIL a GLUT9S Caufield et al. (2008) tvrdi, Ze
izoformy maiji ekvivalentni aktivitu urdtového transportu. Ke studiu kinetickych parametri
vybrali Caufield et al. (2008) pouze jednu izoformu (delsi variantu GLUTIL). Podle této
studie jsou stanovené hodnoty Ky, = 921 uM a vmax = 304 pmol/oocyt/ 20 min a podil
vtoku uratu oocytl exprimujicich GLUT9 a kontrolnich vodou injikovanych oocytl byl po
20 minutach devétkrat vyssi. Pri méreni vtoku uratovych iontll v ¢ase se ukazalo, Ze po 30

minutové inkubaci je stale mirna tendence oocytl pfijimat vy$s$i mnoZstvi uratu nez po 20
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minutové inkubaci v radioaktivnim roztoku. Po injikaci cRNA inkubovali oocyty 4 dny pfi
18°C, nasSe inkubace trvala 2 dny pfi 18°C. Pfi vySe uvedené kinetice bychom ocekavali
vtok urdtu do oocytl(GLUT9+) vice jak 28 pmol/oocyt/30 min (pfi koncentraci
extracelularniho urdatu 100 uM). Dalsi publikovand studie (Vitart et al., 2008) vsak
odhaduje hodnoty Ky, = 890 UM a Vmax = 5,33 pmol/oocyt/ min. Pfi téchto parametrech
bychom ocekavali vtok uratu do oocytl(GLUT9+) okolo 16 pmol/oocyt/ 30 min. Nase
namérené hodnoty a vypocCty jsou vyrazné nizsi. Maximalni primérnd hodnota vtoku

uratu pres GLUT9 je ve studii z 21.7.2013: 2,75 pmol/oocyt/ 30 min.

V interpretaci vysledkl schopnosti jednotlivych alelickych variant prendset urat do
bunék jsem zatim omezena na vysledky studii, které dosud mame k dispozici (viz kapitola
5.6). V dalsich studiich budeme data verifikovat, funkéni studie vSech alelickych variant

budou opakovana nejméné dvakrat.

Nase méreni ze vSech studii ukazuji, Ze GLUT9S ma vyssi schopnost prenaset urat do
oocytu nez GLUTIL. Presto, Ze signifikantni rozdil na 5% hladiné pravdépodobnosti
dvouvybérovym t-testem nebyl potvrzen, pfi vSech studiich se GLUT9S jevi aktivnéjsi v
prenosu uratu. Tento mirny rozdil mdze vést k odliSnostem pfi testovani alelickych variant
s wt variantou své izoformy t-testem, napfiklad varianta R294H v izoformé GLUT9L ma
signifikantni rozdil (narust) vtoku uratu ke své wt izoformé a u R294H v GLUT9S izoformé
neni rozdil vzhledem k wt GLUT9S statisticky prlkazny. Podobné se jevi hodnoceni
varianty V169M - v izoformé GLUT9S je signifikantni rozdil (pokles) potvrzen, v izoformé

GLUTIL nikoliv. (viz Graf 4, 5, 6)

PFi Uvaze o vlivu mutaci na stabilitu domén proteinu mohu porovnat charakter
puvodnich a nové vnesenych aminokyselin a jejich umisténi v ramci proteinu podle
navrzeného schématu. (viz Obr. 14) Varianty oznacené na obrazku cervené jsme jiz

podrobili funkénim studiim.
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Obr.14 Predikovand struktura GLUT9 - izoforma L - 12 transmembrdnovych segmenti s vyznacenymi

zaménami aminokyselin, které jsme dosud vyuZili k testovdni ve funkcnich studii. N a C termindlni sekvence

sméruji cytoplazmatického prostoru (upraveno podle Anzai et al., 2008).

Nahrazeni nejmensi aminokyseliny glycinu na pozici 25 argininem s dlouhym
pozitivné nabitym postrannim fetézcem bude mit pravdépodobné vliv na usporadani N-
koncové domény. Podle charakteru okolnich aminokyselin je tento glycin soucasti velice
tésné a rigidni struktury (-Ala-Gly-Pro-Pro-Gly-Pro-Gly) (Nelson a Cox, 2008). Podle méreni
(viz Graf 1), ktera zatim mame k dispozici neni patrny signifikantni pokles v pfenosu uratu.

Valin na pozici 169 ve ¢tvrtém transmembranovém helixu (viz Obr. 14) je nahrazen
methioninem s thioetherovou nepoldrni skupinou v delSim postrannim fetézci. Mohlo by
dojit k naruseni stabilizace helixu. V izoformé GLUTS je patrny pokles pfenosu uratu (viz
Graf 1), vizoformé GLUTL nikoliv (viz Graf 3).

Ve velké centrdlni cytoplazmatické smycce (viz Obr. 14) je zaporné nabity aspartat na
pozici 281 nahrazen pozitivné nabitym histidinem, cozZ ovlivni elektrostatické interakce v
bezprostfednim okoli. Pokud by se tato doména dostdvala do kontaktu se substratem,
pak by tato zdména mohla mit vliv i na prenos negativné nabitého uratu. V izoformé

GLUT9S je zaznamendn signifikantni pokles v pfenosu uratu (viz Graf 1).
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Dale byla ve stejné smycce nalezena mozna zaména valinu za izoleucin na pozici 282.
Tyto dvé aminokyseliny maji podobny charakter postrannich fetézci. Nemélo by dojit k
néjakému vyraznému naruseni struktury Ci interakci. Ani naSe méfeni nezaznamenala
signifikantni rozdil od wt variant (viz Graf 3).

Dalsi nalezenou variantou v této centrdlni smycce na pozici 294 je zdména pozitivné
nabitého argininu za histidin, ktery maze byt pfi neutrdlnim pH jak protonovdn tak
deprotonovan, ¢asto se Ucastni pfi katalytickych reakcich jako donor i akceptor protonu.
(Nelson a Cox, 2008) Méreni (viz Graf 2) zaznamenala signifikantni narlst v pfenosu uratu
u izoformy GLUTL. U GLUTS izoformy je ndrust patrny, avSak neni statisticky signifikantni

Prolin na pozici 350 je nepolarni alifaticka aminokyselina stejné jako leucin, zaména
vSak muZe mit vliv na usporadani extraceluldrni smycky mezi sedmym a osmym
transmembranovym helixem (viz Obr. 14). Amino (imino) skupina prolinu je v rigidni
konformaci a na rozdil od leucinu redukuje strukturalni flexibilitu polypeptidu ve svém
okoli. (Nelson a Cox, 2008) Zde se vysledky pro jednotlivé izoformy lisi, zatimco u izoformy
GLUTLS jsme zaznamenali signifikantni pokles v pfenosu uratu (viz kapitola 5.6, Graf 2), u
izoformy GLUTL naopak narust (viz kapitola 5.6, Graf 3). Kazda z izoforem je ve svém
pfirozeném prostfedi v ledvinach vystavena jinym podminkam extracelularni prostoru -
izoforma GLUTS sméfuje do lumen, zatimco izoforma GLUTI9L je exprimovdna na
bazolateralni membrané (Augustin et al., 2004). Pti pouZiti xenopich oocytl jsou obé
izoformy vystaveny stejnému prostfedi a jsou exprimované na stejné membrané. P¥i
zaméné aminokyseliny v extracelularni smycce bych ocekdvala podobnou zménu v
interakci se substratem. Je zde urcita pravdépodobnost, Zze i pfi zachovani stejnych
podminek mlzeme ve dvou studiich dojit k odliSnym vysledkiim. Varianta P350L byla
studovana pro kazdou izoformu v jiné studii. V dalSich opakovanich budeme fadit kazdou
variantu pro obé izoformy do jedné studie.

Varianta A17T se vyskytuje v N-koncové doméné kratsi izoformy (GLUTS). Pravé
tento cytosolicky konec GLUTS se lisi v sekvenci aminokyselin a je 28 o aminokyselin kratsi
nez u GLUTL. (Augustin et al., 2004) Na pozici 17 nahrazuje polarni nenabity threonin
nepolarni alanin v blizkosti vnitfniho membranového listu pred zanofenim polypeptidu do
prvniho transmembranového helixu (-Ala-Lys-Lys-Lys-Leu-). Méfeni (viz kapitola 5.6 Graf

1) neukazuji signifikantni pokles pfenosu uratu od wt varianty.
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6.6 Vizualizace a lokalizace GLUT9 v ramci oocytu X. /aevis

Vzhledem k tomu, Ze vSechny alelické varianty GLUT9 byly lokalizovdny na
membrandch bunék, signifikantni poklesy v pfenosu uratu jednotlivych alelickych variant
hodnocené vyse byly zplsobeny zménou ve strukture proteinu, nikoliv zménou v

adresovani proteinu na plazmatickou membranu oocyt(.
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7 Zaver

Zavedeni metodiky pro expresi lidského uratového transportéru GLUT9 v oocytech
Xenopus laevis v laboratoti Vyvojové biologie PFF UK Ize povazovat za rozsifeni moznosti
vyuziti nasich drapatek v expresi exogennich membranovych protein(i obecné.

Studium pfenosu urdtu pres varianty membranového proteinu GLUTY9 ukazalo
signifikantni poklesy v pfenosu u variant V169M, D281H a P350L v kratSich izoformach
GLUT9S, které jsou v polarizovanych burkach ledvin lokalizovany na apikalni membrané
smérujici do tubulu. Signifikantni narlst v pfenosu urdtu byl zaznamenan u variant R294H
a P350L v delSich izoformach proteinu GLUTIL, které jsou v burikach tubulG umistény na
bazolateralni membrané.

Studované alelické varianty proteinu GLUT9: A17T, G25R, V169M, D281H, R294H,
T275M, P350L, V282l byly lokalizovany na plazmatické membrané oocytl, Zadna z téchto

mutaci nemad dopad na lokalizaci proteinu v rdmci nepolarizované buriky oocytu.
Dalsi opakovani funkénich studii zminénych alelickych variant a verifikace vysledki

jsou nezbytna, stejné tak jako studie zbyvajicich alelickych variant, které mame

k dispozici.
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