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Abstrakt

Transportér GLUT9, kddovany genem SLC2A9, je jednim z klicovych proteinl zajistujicich prenos
kyseliny mocové pres membranu epitelidlnich bunék proximalniho tubulu ¢lovéka. Tento protein se
u ¢lovéka exprimuje pfirozené ve dvou sestfihovych variantach: dlouhé (GLUT9OL) a kratké (GLUT9S),
které se vzajemné lisi sekvenci N-konce. Kazda z téchto izoforem je lokalizovana na jiny pdl epitelidlni
bunky, pficemz se predpokladd, Ze fidici sekvence pro lokalizaci proteinu je pfitomna pravé ve
vzdjemné rozdilné N-koncové doméné. U proteinu byly také zjisStény cetné alelické varianty ménici
jeho transportni schopnosti. Tato diplomova préce se zabyva ovérenim vlivu nové objevené alelické
varianty predstavujici zaménu valinu na pozici 114 za leucin (V114L, u kratké izoformy odpovidajici
alelickd varianta V85L) na schopnost prenaset kyselinu mocCovou. Zaroven se prace snazi ovéfit vliv
mutaci v motivech, které by mohly byt zodpovédné za lokalizaci proteinu, na jeho umisténi v burice
a rovnéz tak na transport kyseliny mocové. Testovany byly dva dileucinové motivy 12LGL14 a 33LL34
a tyrosinovy motiv 84YIKA87. Funkéni studie s!*C radioaktivné znalenym uratem prokazaly
signifikantni snizeni transportni funkce u alelické varianty V114L/V85L u obou izoforem proteinu ve
sméru efluxu. Byly také testovany vytipované lokalizacni motivy LL, LGL a YIKA, u kterych byl zjiStén
vliv na pfenos uratu a byl u nich pozorovan slabs$i membranovy signal a shlukovani signalu uvnitf
cytoplazmy bunék oproti divokym variantdm proteinu. V posledni fadé byl testovan vliv pfitomnosti
glukdzy v inkubaénim pufru na smér prenosu urdtu u jednotlivych izoforem a byl naznacen vyznam
pfitomnosti extraceluldrni glukdzy pro prenos urdtu z bunék do vnéjsiho prostfedi, respektive ve

sméru efluxu.
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Abstract

The GLUT9 transporter, coded by the SLC2A9 gene, is one of the key proteins enabling the trasnfer of
uric acid across the membrane in epithelial cells of the proximal tubule. In humans, this protein is
naturally expressed in two variants: long (GLUT9L) and short (GLUT9S), which differ from one
another by their N-terminus sequence. Each of these isoforms is localized on a different pole of the
epithelial cell. The signal sequence/motif responsible for this difference is presumed to be located in
the aforementioned N-terminus domain. Numerous allelic variants influencing the transport
properties of the protein have also been described. The first aim of this thesis is to verify the
influence of a newly discovered variant, characterized by substituting of valine for leucine in the
114%™ position (V114L, in the short form its corresponding variant V85L) on the ability to transport
uric acid. Second aim is to verify the influence of mutations in selected motifs, which could be
responsible for the localization of the protein, thus also changing its transport properties.
Two dileucine motifs 12LGL14 and 33LL34 and one tyrosine motif 84YIKA87 were tested. Functional
studies using '*C radiolabeled urate demonstrated significant decrease of transport ability for the
V114L/V85L allelic variant in both isoforms of the protein in the efflux direction. The selected
localization motifs LL, LGL and YIKA have also been examined. When compared to wild-type variants,
all three have shown weaker membrane signals and greater clustering in the cell cytoplasm. They
also influenced the urate transport ability. Lastly, influence of the presence of glucose in the
incubation buffer has been tested. The preliminary results indicate possible importance of

extracellular glucose for the urate efflux transport.
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1. Teoreticky Gvod

1.1. Kyselina mocCova v organismu

Kyselina mocova je slaba kyselina vznikajici jako produkt katabolismu purint. U ¢lovéka a vyssich
primatd jde o finadlni produkt této drahy, jelikoZ nejsou schopni katabolizovat kyselinu mocovou na
dalsi slozky kvali nefunkénimu enzymu urat oxidaze/urikaze kddované pseudogenem UOX. U vétsiny
savcl je kyselina mocova dale katabolizovana aZz na alantoin, ktery je daleko rozpustnéjsi. V téle se
kyselina mocova pfi fyziologickém pH 7,4 pfednostné nachazi jako urat, aniont kyseliny mocové (viz
Obr.1) (Wu et al., 1992; Martillo et al., 2014). Lidé a vyssi primati maji obecné daleko vyssi
koncentraci kyseliny mocové v organismu nez zbytek savcl, v rozsahu 180-420 umol/L oproti
pramérné koncentraci ostatnich savcd v rozsahu 30-120 umol/L (Hediger et al., 2005). Koncentrace

kyseliny mocové v séru je oznacovana zkratkou SUA neboli ,serum uric acid”.
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Obr.1: Kyselina mocovd v organismu a jeji formy: Kyselina mocovd, urdt ve fyziologickém pH 7,4 a monohydrat
urdtu sodného jakoZto forma v krystalcich typickych pro onemocnéni dna; upraveno podle (Martillo et al.,
2014).

Kyselina mocovda funguje v krvi jako silny antioxidant chranici bufky i cely organismus pred
volnymi kyslikovymi radikaly ROS. Pravdépodobné vychytava kyslikové radikaly (ROS) i samostatné
singletové molekuly kysliku a hydroxylové radikaly (Ames et al., 1981; Itahana et al., 2014). V ramci
organismu musi byt udrzovana homeostaza kyseliny mocové v téle, jelikoz kratkodobé i dlouhodobé
vykyvy mohou mit na organismus silnéjsi ¢i slabsi negativni Ucinky. Jednordzové zvyseni uratu v téle
mZe nastavat i v reakci na podnéty, napriklad pti zvyseném fyzickém vypéti. V odpovédi na zvySenou
fyzickou aktivitu a tim zvyseni oxidativniho stresu dochazi ke kratkodobému zvyseni SUA praveé kvili
antioxida¢nim schopnostem uratu, coz muize byt funkéni odpovédi na pravé zplsobeny zvyseny
je kratce po narozeni, kdy dochazi kvelké exkreci urdatu a nizkému prijmu purinll v potravé

a v pribéhu Zivota stoupa (Stiburkova and Bleyer, 2012).

Vysledna koncentrace kyseliny mocové v téle je dana dynamickou rovnovahou mezi pomérem jeji
produkce, zpétné reabsorpce a sekrece. Hlavni orgdnem nezbytnym pro udrzeni urcité koncentrace

kyseliny mocové v téle jsou ledviny (cca 70%), v mensi mife pak stfevo (cca 30%). V minulosti byl



uvadén 4 krokovy systém cirkulace urdtu v organismu: filtrace v ledvinach v glomerulu, reabsorpce
a sekrece v ledvinach a pfipadna konecna reabsorpce také v ledvinach. Nakonec je z téla vylouc¢eno
cca 5-10% vznikajiciho uratu (Diamond and Sharon, 1974; Levinson and Sorensen, 1980; Hyndman et
al., 2016). V soucasné dobé se vypousti ¢tvrty krok a panuje shoda, Ze tato draha ma tfi zdkladni
stupné: prvotni glomerularni filtrace, reabsoprce a sekrece v proximalnim tubulu, u které vsak neni
znamo, zda probiha zdroven s reabsorpci ¢i jako dalsi krok. Nefron, jeho jednotlivé ¢asti a cesta urdtu
ledvinnym nefronem je zobrazena na Obr.2. Urat se takto dostava do krevniho fecisté pres epitelidlni
bunky ledvin diky specifickym uratovym transportérdm. Do stfeva se kyselina mocova dostava
sekreci z krevniho fecisté ¢i pfitomnosti v télnich tekutinach naptiklad ve slinach, Zaludeénich stavach
a Zluci. | v epitelu stfeva muzZe poté dochdazet k reabsorpci Ci sekreci pres specifické uratové
transportéry. K zvysené eliminaci uratu zde dochazi obvykle pfi rendlni nedostatecnosti (Sorensen,
1965; Hyndman et al., 2016). Vledvinach a stfevu je urdt prendsen vyhradné pres uratové
transportéry pres buriky epitelu transceluldrné, v placenté je mimo jiné urat pfenasen i paraceluldrné

(Uehara et al., 2014).
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Obr.2: Ledvinovy nefron a jeho ¢dsti (glomerulus, Bowmanuv vdcek, proximdlini tubulus, Henleova klicka a jeji
raménka, distdlni tubulus, spojovaci tubulus a sbérny kandlek) a cesta urdtu témito ¢dstmi; sipky v proximdlnim
tubulu zna¢i smér prenosu urdtu (Vytvoreno v aplikaci Biorender, www.biorender.com).



http://www.biorender.com/

1.1.1. Kyselina mocova a urikémie

Pokud néktera ze slozek produkce, zpétné absorpce Ci sekrece uratu nefunguji spravné, muize
dochazet k vykyvu koncentrace uratu v téle. Pokud koncentrace kyseliny mocové v séru klesne pod
2.0 mg/dL (~ 119-120 umol/L) je tato patologie oznacovana jako hypourikémie. Pokud se SUA
nachazi v rozmezi 2,0 mg/dL a 3,0 mg/dL (~ 178,5 umol/L) hovofime o mirné hypourikéii (Kawamura
et al., 2021). Naopak jako hyperurikémie je definovana koncentrace v séru vyssi nez 7 mg/dl (~ 416
pmol/L ) u muZd a vyssi nez 5,7-6,0 mg/dl (~ 339-357 umol/L) u Zen. Prevalence hyperurikémie a s ni
spojenych onemocnéni je celosvétové mnohondasobné vyssi u muzl neZ u Zen a stoupa se
vzristajicim vékem (Koo et al., 2021; Yang et al., 2022). Napfiklad na Uzemi USA se uvadi, Ze
prevalence hyperurikémie dosahovala aZz 21,6% populace v priiméru Zenské i muzské populace, kde
koncentrace kyseliny mocové v séru vyssi nez 7 mg/dL byla nalezena u 13,2% této populace (Zhu et
al.,, 2011). Takto vysoka cisla mohou byt spojena s epidemii obezity a hyperurikémii jakoZto
negativnim dlsledkem nezdravého Zivotniho stylu (Chen-Xu et al.,, 2019). U asijskych statl je
prevalence hyperurikémie podle dostupnych studii mezi 5-12% (Kim et al., 2018; Koo et al., 2021).
Ze zbytku svéta je jen velmi malo takovychto studii, které by uddvaly alespon pftibliznou prevalenci

hyperurikémie.

NejcastéjsSim onemocnénim spojenym s dlouhodobou hyperurikémii je dna, kdy dochazi k Uplné
saturaci séra kyselinou mocovou. Jedna se o artropatii kloubl se vznikem typickych krystalk(l usazené
kyseliny mocové tvorfenych i jejimi dalSimi formami jako napfiklad monohydratem uratu sodného
(viz. Obr.1) (Martillo et al., 2014). Dna ovsem neni specificka jen pro ¢lovéka a primaty s obecné vyssi
koncentraci uratu v téle, ale mize se objevit i u jinych ZivoCichl. Paleontologické nalezy dokumentuiji
vyskyt onemocnéni podobného dné i u vyhynulych skupin ZivocichG (napf. striktné karnivorni
Tyrannosaurus rex) (Rothschild et al., 1997). Hyperurikémie je také jednim z vaznych nasledkd akutni
leukemie a non-Hodgkinova lymfomu. | zde je prevalence vyssi u muzské ¢asti pacientl (Annemans et

al., 2003; Oka et al., 2014).

Na druhé strané zastoupeni jedincl trpicich hypourikémii se v populacich pohybuji mezi 1-2%,
pricemz je vyssi v Zenské €asti populaci. Zajimavé je, Ze vétSina hypourikemickych pacientek byly Zeny
mladsi 50 let svrcholem mezi 40-49 rokem. Data vSak pochdzi predevsSim z Asie a pro ostatni
kontinenty a populace chybi. Je moZné, Ze mira hypourikemickych pacientl je v asijskych zemich
daleko vyssi nez ve zbytku svéta ¢i jen zatim nebyla posbirdna takto velkd mnoZstvi dat do
evropskych, africkych, americkych a dalsich studii (Son et al., 2016; Kawamura et al., 2021; Koo et al.,
2021). Mimo Asii byly provadény daleko mensi studie ve velikosti jednotlivych rodin nez celych
populaci (Dinour et al., 2012; Mancikova et al., 2016). Hypourikémie je u vysokého procenta pacientt

spise dusledkem jinych onemocnéni a specifické medikace. Sama o sobé je hypourikémie na rozdil od



hyperurikémie ¢asto asymptomaticka (Son et al., 2016). Lze tak nalézt hypourikémii u pacientd bez
dalSich onemocnéni (Dinour et al., 2012). Dokonce i pokud se SUA v organismu blizi nule, mGze byt
takto silna hypourikémie asymptomaticka (Dinour et al., 2012). Na druhé strané existuje jisté spojeni
mezi nizkou koncentraci urdtu v séru a neurodegenerativnimi onemocnénimi jako Parkinsonova
choroba (Church and Ward, 1994; Ellmore et al., 2020). Hypourikémie je také spojena s horsi
prognézou u pacientld skandidézou (Zhou et al.,, 2022) a muZe byt jednim zfaktorll rozvoje
roztrousené sklerézy a to predevsim u Zen (Zoccolella et al., 2012). Dalsimi dasledky hypourikémie
u hypourikemickych pacientll mohou byt ledvinové kameny a akutni selhani ledvin neboli AKI (acute
kidney failure), pfipadné i EIARF (exercise-induced acute renal failure, akutni selhani ledvin vyvolané
nadmérnou ndmahou, jedna se o typ AKI (Dinour et al., 2010; Jiang and Hu, 2014). Pokud se nejedna
o hypourikemické mutace ojedinélé, ale dédicné, muZeme tyto patologie rozdélit na RHUC
(hereditary rhenal hypouricemia, dédi¢na rendlni hypourikémie) I. a Il. typu podle toho v jakém
uratovém transportéru dochazi k deficienci. RHUC typu | je zplsobena defekty v transportéru URAT1,
naopak RHUC typu Il je zplGisobena mutacemi v transportéru GLUT9 (Dinour et al., 2012; Stiburkova et
al., 2013; Claverie-Martin et al., 2018).

Nezanedbatelné nejsou ani kratkodobé vykyvy v SUA. Kratkodobé vykyvy v hladiné uratu/kyseliny
mocové v téle mohou byt predzvésti MAFLD neboli steatdzy jater spojené s metabolickou dysfunkci
(Metabolic associated fatty liver disease) (Zeng et al., 2022). Koncentrace kyseliny mocové v téle
kolisa i v obdobi téhotenstvi. Mnoho Zen v obdobi téhotenstvi mlze trpét hyperurikémii spojenou
s preeklampsii (Bainbridge and Roberts, 2008; Baumann et al., 2019; Liischer et al., 2022). V novych
studiich se dokonce ukazuje, Ze pravé hyperurikémie jeSté pred téhotenstvim vede, minimdlné na
mysim modelu, ke vzniku nebezpecné preeklampsie v priibéhu téhotenstvi, coz mize mit za nasledky
vazné problémy matky i vyvijejiciho se plodu (Baumann et al., 2019; Lischer et al., 2022). Kyselina
mocova je produkovana i samotnou fetoplacentdlni jednotkou a musi byt transportovdna pres
placentu do téla matky a vyloucena z organismu, aby nedochazelo k jeji akumulaci v plodu (Baumann

etal., 2019).

Ohledné samotného cyklu kyseliny mocové v téle se stale nachazi mnoho otaznik(, na které je
potfeba odpovédét. Naptiklad stale dochazi k objevovdni a popisovani dalSich sloZzek drahy
katabolismu kyseliny mocové na alantoin, coZ mlzZe poskytnout nové cesty pro lécbu hyperurikémie

(Ramazzina et al., 2006).

1.1.2. Kyselina mocova v evoluci

V evoluci ke ztraté funkénosti urat oxidazy ¢i drahy katabolismu pfremény kyseliny mocové doslo
nékolikrat a nezavisle na sobé. Mimo vyssi primaty a clovéka nejsou schopni preménit kyselinu

mocovou na alantoin ptéci, nékteri pozemni plazi, hlisti rodu Caenorhabditis, zastupci hmyzu mimo
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rod Diptera a nékteré rody kvasinek a bakterii (Ramazzina et al., 2006). Vyssi primati a ¢lovék maji
misto genu pro urikdzu tzv. pseudogen UOX, kdy nedochazi k transkripci a nasledné translaci ve
funkéni protein (Ramazzina et al., 2006; Kratzer et al., 2014). U kazdé skupiny nemuselo dojit ke
ztraté funkcnosti pfimo urikdzy jako u clovéka a vyssich primatd, ale mohla byt narusena drdha
katabolismu kyseliny mocové na alantoin v jiné sloZce této drahy (Keebaugh and Thomas, 2010).
Hominoidi sdili vice stejnych mutaci v genu pro urat oxidazu jak v oblasti promotoru, tak i kédujici
mutace neni sdilena s gibony, ktefi také nemaji tento enzym funkcni. Muselo tedy dojit k minimalné
dvéma mutacnim uddlostem vedoucim ke ztraté funkénosti tohoto enzymu a celé katabolické drahy
kyseliny mocové (Wu et al., 1992; Oda et al., 2002). Existuje nékolik teorii a hypotéz, proc pravé u lidi
a vysSsich primatla byla evoluéné vyhodna neschopnost premény kyseliny mocové az na alantoin
vedouci ke zvySeni koncentrace kyseliny mocové v téle i pres fakt, Ze tato zvySena koncentrace mlze
vést k mnoha patologickym zménam. VétSina se shoduje na tom, Ze to bylo potfebné k rozvoji
mozku, prechodu k bipedii a diky svym vysokym antioxidaénim schopnostem i k prodlouzeni délky
Zivota (Ames et al.,, 1981; Yang et al., 2022). NejrozSifenéjsi hypotéza se zabyva vztahem mezi
zvysenim koncentrace kyseliny mocové v téle, naslednou zvySenou zpétnou absorpci sodiku zpét do
téla a zvySenim krevniho tlaku, ktery mohl napomoct prechodu k bipedii (Watanabe et al., 2002).
Dalsi zajimavou hypotézou je takzvana ,Back-to-Africa” hypotéza. K ¢astecné ztraté funkce urikazy
postupné doslo v eocénu a k Uplné v myocénu, kdy doslo k ochlazeni Zemé. Podle této hypotézy
ztrata aktivity urikdzy mohla vést k vyssi schopnosti ukladat tukové zasoby z fruktdézy a evolucné
vyhodnym se tak stal navrat do teplejSiho prostredi Afriky, kde strava byla bohatsi na ovoce. Coz
podporuje i doloZzena migrace z Eurasie zpét do Afriky (Johnson and Andrews, 2010; Kratzer et al.,

2014).

1.2. Uratové transportéry

Kyselina mocovd ve své disociované i nedisociované formé nemlZe volné prochazet pres
membranu bunék samovolné, potfebuje k tomu specifické transportéry. Obecné tyto transportéry
muzeme rozdélit do nékolika skupin. Napftiklad do superrodiny ABC (ATP binding cassette), které
potiebuji k transportu latek prenosu energii ve formé ATP a superrodiny SLC (solute carriers family),
které nepotrebuji ke svému fungovani ATP. Podle sméru transportu uratu na transportéry
reabsorpcni, které se podileji na reabsorpci uratu zpét do krevniho fecisté, a sekrecni, které naopak
urat sekretuji do lumen. V neposledni fadé pak na uratové transportéry ledvinové a stfevni (Xu et al.,

2016).
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Obr.3: Model reabsorpce a sekrece a jednotlivych zucastnénych urdtnovych transportéri v proximdinim tubulu
ledvin,;. A- Model reabsorpce urdtu v ledvindch; B- Model sekrece urdtu v ledvindch; otazniky znaci misto pro
zatim nenalazené a nepopsané urdtové transportéry; Sipka znaci smér prenosu urdtu (Upraveno podle (Yang et
al., 2022), vytvoreno v aplikaci Biorender, www.biorender.com).

Mezi reabsorpéni urdtové transportéry v ledvinach (Obr. 3) patfi prvni popsany uratovy
transportér URAT1 (Enomoto et al., 2002), vysokoafinitni pfenase¢ OAT10 (Higashino et al., 2020;
Toyoda et al., 2022), OAT4 (Hagos et al., 2007) a dlouha i kratkd izoforma proteinu GLUT9, kterému je
vénovana kapitola 1.3. URAT1 je klicovy v reabsorpci urdtu v proximalnim tubulu ledvin, v distalni
¢asti tubulu nefronu se nenachazi vibec. Na rozdil od proteinu GLUT9 neni napétové zavisly.
V souvislosti s proteinem URAT1 bylo popsano mnoho mutantnich variant u pacientd s hypo-
i hyperurikémii a u pacient( s idiopatickou renalni hypourikémii v populacich po celém svété, véetné
té ceské (Enomoto et al., 2002; Stiburkova et al., 2013; Kawamura et al., 2021). Spolu s delsi
variantou proteinu GLUT9 jsou nejdalezitéjsimi urdatovymi transportéry apikdlni membrany
proximalniho tubulu ledvin a zajistuji zde vétsinu zpétné reabsorpce uratu (Anzai et al., 2008; Dinour
et al., 2010). Sekrece uratu v ledvinach naopak z krevniho recisté do lumen ledvin je zdavisla na
vnéjsim gradientu sodnych kationtd a je zprostfedkovana transportéry OAT (Organic anion
transporter), presnéji na proteinech OAT1, OAT2 a OAT3, které byly do soucasnosti popsany jako
jediné transportéry bazolateralni membrany zapojené v sekreci uratu (Bakhiya et al., 2003; Sweet et
al., 2003; Xu et al., 2005). Na apikalni membrané ledvinného epitelu se nachazi sekrecni ATP-zavisly
prenase¢ ABCC4/MRP4 (Van Aubel et al., 2005), ABCG2 (Huls et al., 2008; Toyoda et al., 2019)
a sekundarné zavisly transportér NPT1/SLC17A1 (Chiba et al., 2015). Na Obr.3 je mimo zminéné
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transportéry nastinéno i misto pro kandidatni transportéry reabsorpéni i sekreéni drahy uratu, které

jsou stale zkoumany a zatim nepotvrzeny jako uratové transportéry.

Méné prozkoumanou oblasti jsou uratové transportéry ve stfevu, i kdyZ zde dochazi aZz k 1/3
veskeré sekrece uratu v téle. Tento pomér se mlze zvysit, pokud dochazi k renalni nedostatec¢nosti
v sekreci urdtu (Xu et al., 2016). Mezi zatim zndmé stfevni urdtové transportéry patfi pfedevsim
OAT10 (SLC22A13), ktery se ovSem nachazi i na apikalni strané bunék distalniho tubulu ledvin.
U tohoto transportéru bylo také objeveno nékolik alelickych variant, které maji prfimou spojitost
s hyperurikémii (Toyoda et al., 2022). Mezi dalsi stfevni uratové transportéry patii ABCG2 z rodiny
ABC (Toyoda et al., 2019), MRP2 a MRP4 a jejich mnohé izoformy (Xu et al., 2016) a vymeéniky NPT4
(Jutabha et al., 2011a, 2011b). Ve stfevu se nachazi také delsi izoforma proteinu GLUT9, GLUTIL,
ktera se také podili na sekreci uratu do lumen (Xu et al., 2016). Mezi kandidatni uratové transportéry
jsou MCT9 patfici také do rodiny SLC, avSak jeho funkce jako stfevniho urdtového transportéru

nebyla jesté zcela potvrzena (Nakayama et al., 2013).

Jednonukleotidové zamény a dalS$i mutace byly postupné popsany u vétsiny zminénych uratovych
transportérl, jak reabsorpcnich, tak sekrecnich. Tyto studie jsou stale aktualni a objevuji se nové,
coz vede k dalSimu zkoumdni komplexnosti obéhu urdtu v téle a spojitosti s ¢astymi onemocnénymi
(Xu et al., 2005; Jutabha et al., 2011a; Claverie-Martin et al., 2018; Zeng et al., 2022). U mnohych
uratovych transportéril byly objeveny jednonukleotidové zamény, resp. Jednonukleotidové

polymorfismy (SNP), které ¢astec¢né ¢i uplné omezuji jejich funkci.

1.3. SLC2A9 (GLUT9)

GLUT9, produkt genu SLC2A9, je uniportni membranovy prenasec fazeny do tfidy Il transportér(

glukdzy. Ukazuje se vsak, Ze i kdyzZ je schopny v malé mire prenaset D-glukdézu i D-fruktézu, nejedna
se o jeho primarni substrat (Enomoto et al., 2002; Anzai et al., 2008; Bibert et al., 2009; Witkowska et
al., 2012; Long et al., 2015). Galaktézu vsak tento transportér prenaset nedokaze (Manolescu et al.,
2007). Glukéza i fruktdéza maji také odlisSné vazebné misto nez hlavni substrat tohoto proteinu
a nejsou ani jeho kompetitivnimi inhibitory (Caulfield et al., 2008; Bibert et al., 2009). Jeho hlavni
substratem je pravé urat, proto tento transportér miZzeme obcas nalézt i pod oznacenim URATv1
(Voltage-driven urate transporter 1). Od roku 2008 je GLUT9 bran jako vyznamny urdtovy transportér
a jeho vyznam na tomto poli stéle roste (Anzai et al., 2008; Witkowska et al., 2012). GLUT9 byl
testovan na prenos i jinych molekul podobnych uratu. Jednou z hypotéz bylo, Ze by se mohlo jednat
o obecny transportér purinovych a pyrimidinovych nukleovych bazi. Obé izoformy transportéru
GLUT9 mohou v malé mife prendsSet adenin jakoito jedinou nukleovou bazi, avsak hlavnim
substratem stdle zUstava urat (Witkowska et al., 2012). Pfenos hexdz by oviem nemél byt zcela

opomijen, protoze GLUT9 muZe pfipadné transportovat i jiné substraty v zavislosti na jejich
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gradientu, resp. koncentraci. Nejen, Ze je tedy dllezZity k udrzeni homeostaze uratu v téle, ale mohl
by také napomahat ke spravné regulaci cukru v krvi (Long et al., 2015). Jedna se o napétoveé zavisly
transportér nezavisly na sodnych kationtech (Bibert et al., 2009). Zvyseny transport vykazuje pfi
depolarizaci membrany (po zvySeni extracelularni koncentrace draselnych kationt() (Anzai et al.,
2008; Bibert et al., 2009). Se zavislosti na chloridovych aniontech je situace slozitéjsi, jelikoz nékteré
studie potvrzuji jeho naprostou nezavislost na téchto iontech (Anzai et al., 2008; Bibert et al., 2009),
naopak jiné studie ukazuji spravnou funkénost proteinu jen pfi zvysené koncentraci chloridovych
aniontd ve vnéjsim prostredi bunék, i kdyZz transportér sdm o sobé chloridové anionty neprenasi
(Witkowska et al., 2012; Baumann et al., 2019). Po expresi v oocytech byl objeven i potenciondlni
prenos intracelularniho uratu jakoZto antiportu s extracelularnimi molekulami D-glukdzy (Caulfield et

al., 2008).

Obecné se tento protein nachazi ve velkém mnoistvi rGznych organd, jako jsou ledviny, jatra,
tenké sttevo, srdce, placenta, ale naléza se naptiklad i v leukocytech a chondrocytech (Mobasheri et
al., 2002, 2005). Ve vyvijejicich se embryich nalézame jen velmi malé mnoZstvi tohoto proteinu a to
vyhradné v proximdlnich tubulech ledvin a v mezenchymalnich burikach, chondrocytech a v kostni
dfeni nékterych kosti (Mobasheri et al., 2005). V placenté GLUT9 hraje duleZitou roli v udrZeni

homeostaze jak matky tak i plodu (Mobasheri et al., 2005; Lischer et al., 2022).

Transportér GLUTY se u C¢lovéka podili ve velké mife na reabsorpci uratu v proximalnim tubulu
ledvin. Na membrané bazolaterdIni se zda byt jeho delsi varianta GLUTOL i jedinym potvrzenym
uratovym transportérem, ktery zde prendsi urat zbunék ven do krevniho fecisté. Je to
nepostradatelny clen v udrZeni homeostdzy kyseliny mocové a uratu v organismu (Preitner et al.,
2009). GLUT9 je také dUlezity k udrzeni homeostazy reaktivnich kyslikovych radikald (ROS) v burikach
a zamezeni poskozeni burky v jejich nadmérné pritomnosti. Dokonce po zvyseni koncentrace ROS
v in vitro bunécné kultufe a zvySené expresi GLUT9 doslo k navrdceni koncentrace ROS v téchto
bunkach na fyziologickou hodnotu (ltahana et al., 2014). Naopak nizka exprese GLUT9 je asociovadna
s mnohymi pripady rakovinného bujeni (Itahana et al., 2014). Po iniciaci oxidativniho stresu je
zahajena draha pres protein p53 vedouci az ke zvySené expresi GLUT9 v burice (ltahana et al., 2014).
Exprese tohoto proteinu i jeho mira schopnosti pfendset urat je také pozitivné stimulovana pomoci
inzulinu obdobné jako je tomu u dalSich uratovych transportért NPT1, OAT1, OAT3 a OAT10 (Mandal
etal., 2021).

Vyznam tohoto proteinu podtrhuji i stale pfibyvajici studie, kdy se u hypo- ¢i hyperurikemickych
pacientl neobjevuji SNP a ani inzercni ¢i dele¢ni mutace ve znamych uratovych transportérech (napft.

v URAT1), ale po sekvenovani jsou objeveny pravé v sekvenci proteinu GLUT9 (Baumann et al., 2019).

Vyznam a funkce GLUT9 a dalSich uratovych transportérd byla zatim zkoumana predevsim s pouZzitim
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modelu oocytl Zaby drapatky vodni (Xenopus laevis) (Jutabha et al., 2011a; Witkowska et al., 2012).
Buriky/organismy s knock-outovanym GLUT9 se ve studiich z posledni doby velmi ¢asto pouzivaji jako
modely pro hyperurikémii (Lischer et al., 2022). S jinymi uratovymi transportéry, jako napf. s URAT1
sdili i nékteré inhibitory jako latky benzbromaron nebo losartan (Caulfield et al., 2008; Bibert et al.,
2009). Naopak dalsi predpokladané inhibitory jako pyrazionat, candesartan, salicylat, probenecid
nebo laktat nemaji zadné ¢i velmi nizké ucinky na inhibici GLUT9 (Anzai et al., 2008; Caulfield et al.,
2008; Bibert et al., 2009). Phloretin, jakoZto inhibitor rodiny glukézovych transportérd GLUT, také
vykazuje zna€nou inhibici pfenosu urdtu u tohoto proteinu (Bibert et al., 2009). K Uplnému umlceni
genu SLC2A9 pro tento protein mUZe dojit i pomoci experimentadlné vytvorené siRNA mifené proti
tomuto genu (Caulfield et al., 2008). K ¢astecnému umlceni tohoto genu dochazi i kvali miRNA,
presnéji miR-143-3p (Zhou et al., 2019). V poslednich letech jsou Casté i vyzkumy zaméfené na
pfirodni latky a extrakty a jejich vliv na sérovou hladinu kyseliny mocové a funkci GLUT9. Pfikladem je
studie zkoumajici vliv extraktu z éekanky (Cichorium intybus), ktery signifikantné sniZuje hladinu
kyseliny mocové v krvi u hyperurikemickych potkant a celkové snizZuje expresi proteinu GLUT9 (Jin et

al., 2018). U¢innym inhibitorem pro GLUT9 je i pfirodni antioxidant resveratrol (Li et al., 2021).

1.3.1. Struktura GLUT9

Na zakladé vysoké podobnosti stransportérem GLUT1 (SLC2A1) byla vytvorena 3D struktura

uratového transportéru GLUT9 s pravdépodobnou vysokou mirou presnosti podle krystalové
struktury proteinu GLUT1 (Deng et al., 2014; Long et al., 2015). Tento topologicky model pro GLUT9
se skladd z 12 transmembranovych helixi/domén (TMD, transmembrane domain) sloZenych ze
2 opakujicich se motivl, prvni od TMD1 do TMD6 a jejich opakovanim TMD7 az TMD12 zobrazenych
na Obr.4 (Doege et al., 2000; Long et al., 2015). Toto sloZeni se také nazyva jako pseudo-C2 symetrie
(Cachau et al., 2023). Toto je typické i pro ostatni zastupce z rodiny GLUT prenasecl glukdzy Il. tridy.
Mezi TMD6 a TMD?7 intraceluldrné vyéniva dlouha intracelularni doména. C- a N- konce proteinu se

nachazi také intracelularné (Deng et al., 2014).

Kritickou casti pro vazbu, prenos a regulaci pfenosu uratu se zda byt tryptofan na pozici 110
(W110) v TMD2 spolu s hydrofobnim isoleucinem na pozici 335 (1335) v TMD7, které jsou soucasti
samotného centralniho translokacniho poéru. Tryptofan na této pozici je dalezity kvali svému
aromatickému kruhu a se substratem mze reagovat primo. Pokud byly vytvofeny mutované varianty
s vyménou tryptofanu s aromatickym kruhem za hydrofobni aminokyselinu bez aromatického kruhu
(v tomto pfipadé za alanin, W110A), pfenos uratu a jeho samotna vazba byla znacné negativné
ovlivnéna. Na druhou stranu u mutantll se zaménou tryptofanu za fenylalanin taktéZ s aromatickym

kruhem (W110F) byl pfenos substratu ovlivnén jen mirné. Kruciadlni postranni skupinou pro pfenos
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uratu a fruktozy (nikoliv vSak glukdzy) v obou smérech se zda byt také 1335. Obé tyto aminokyseliny

také mohou mit vliv na zménu afinity k substratlim v pfipadé potieby (Long et al., 2015).

A

Intracellular

Extracellular

Obr.4: Topologicky model proteinu GLUT9 s vyznacenym C- a N- koncem a transmembrdnovymi doménami; H1-
12 znadi jednotlivé transmembrdnové domény (TMD) (Prevzato z (Long et al., 2015)).

V ndvaznosti na predchozi studie byla po objeveni krystalové struktury dalsiho glukézového
transportéru Il. tfidy, proteinu GLUT5, tato studie rozSifena a byla zaméfena na jiné aminokyseliny
s potencidlem pro regulaci proteinu a prenos urdtu. GLUT9 sdili s GLUT5 nékteré dulezité
aminokyseliny tvotici vazebné misto pro fruktézu. Urat i fruktdza jsou vazany do stejného vazebného
mista, avSak kaZdy substrat interaguje s jinymi aminokyselinami v této vazebné kapse. Pro vazbu
uratu byly popsany dalsi nepostradatelné aminokyseliny, a to izoleucin 303, a pouze pro pfenos uratu
specificky asparagin na pozici 429 a cysteiny na pozici 181 a 398. Tyto aminokyseliny uvnitf aktivniho
mista tvoti s dalSimi protilehlymi hydrofobnimi aminokyselinami sité a ovliviuji vazbu a selektivitu

transportéru. To jen podporuje dllezZitost TMD7 v selektivité a pfenosu substratu (Long et al., 2017).

1.3.2. lzoformy proteinu GLUT9

Gen SLC2A6 pro protein GLUT9 je lokalizovan na chromozomu 4, presnéji v jeho ¢asti 4p15.3-p16.

Lidsky protein GLUT9 ma celkem 2 izoformy, které vznikaji alternativnim sestfihem pulvodniho
proteinu. Porovnanim obou sekvenci Ize pozorovat, Ze se lisi v délce jejich N-koncu. Delsi varianta
(dale oznacovéana jako GLUTIL) je sloZzena jen z 12 exon( a celkem z 540 aminokyselin. Kratsi (dale
oznacovana jako GLUT9S) z 512 aminokyselin a 13 exonu (Augustin et al., 2004; Hurba et al., 2014).

Struktura obou variant je zobrazena na Obr.5.
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Obr.5: Predikovand struktura obou variant proteinu, GLUTIL i GLUT9S; priblizeni odlisnych N-koncu jednotlivych
izoforem; rozdilné N-konce znaceny modrou barvou (Vytvoreno v Protter; (Omasits et al., 2014); upraveno).

Nejen Ze se jednotlivé izoformy proteinu GLUT9 odlisuji v poctu aminokyselin, lisi se také
v lokalizaci jednotlivych variant v polarizovanych burikach, ale i v jednotlivych tkanich a organech.
GLUT9S se nachazi vyhradné v ledvinach, v jaternich hepatocytech a v placenté, kdezto delsi varianta
GLUTIL je navic mimo tyto zminéné orgdny lokalizovana i v epitelidlnich bunkach tenkého stfeva i

v chondrocytech a leukocytech (Mobasheri et al., 2005; Zeng et al., 2022). Pfesné rozmisténi
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v jednotlivych tkanich se druhové odliSuje. Napfiklad u ¢lovéka se GLUTY9 nachazi v ledvinach
predevsim v proximalnim tubulu, u mysi se GLUT9 nachazi spiSe distalné (Preitner et al., 2009;
Auberson et al., 2018). V placenté byly objeveny obé izoformy proteinu opét na odlisSnych
membrandch bunék syncytiotrofoblastu. Del$i varianta proteinu se nalézd prednostné na
bazolateralni membrané bunék a kratsi varianta na membrané apikalni, kde se vyskytuje predevsim
v oblasti mikroklkll. U téhotenstvi zkomplikovanych téhotenskou cukrovkou dochazi ke zvyseni
exprese obou variant tohoto proteinu v placenté (Bibee et al., 2011). Mimo vySe uvedené rozdily se

jednotlivé varianty odlisuji také svoji funkci, i kdyZ afinita k urdtu a samotna schopnost prenosu obou
variant, s Km~631-667 uM (Konstanta Michaelis Mentenové) u mysiho proteinu a s Km~590 uM

u lidské varianty transportéru je stejna (Anzai et al., 2008; Caulfield et al., 2008; Vitart et al., 2008;
Bibert et al., 2009). Kratsi varianta na apikalni membrané prenasi urat z vnéjsiho prostredi do bunék,
naopak delsi varianta tohoto proteinu na bazolaterdini membrdné se ucastni druhého kroku
reabsorpce urdtu (prvni krok pravdépodobné provadi URAT1) a to tak, Ze prevadi urat z bunék do
peritubularniho intersticia (do krevniho fecisté) (Enomoto et al., 2002; Anzai et al., 2008; Witkowska

etal., 2012).

Jednotlivé varianty také jinak odpovidaji regulacim prenosu uratu. Delsi varianta GLUTIL mUze byt
regulovana pomoci zvyseni jodidovych aniontl ve vnéjsim prostredi, kdezto kratsi varianta GLUT9S
na obdobné zvyseni jodidu nereagovala (Baumann et al., 2019). DalSim predpokladanym mistem
regulace dlouhé varianty je serin na pozici 9 vintraceluldrnim N-konci proteinu jakoZto mistu
fosforylace tohoto proteinu pomoci protein kindzy A, coz miZe mit za nasledek ovlivnéni dalsi
regulace proteinu, vazebnych mist i samotného prenosu uratu (Witkowska et al., 2012). Mira
prenosu urdtu mize byt znacné ovlivnéna i pfitomnosti interagujicich membranovych protein(,
naptiklad membranovym regulaénim proteinem ITM2B (Integral membrane protein 2B) (Mandal and
Mount, 2019). Samotnd exprese obou variant v burice je také zavisla a regulovana napfiklad pomoci
tumor supresoru p53 (ltahana et al., 2014). Dalsi uradtové transportéry jako URAT1, OAT4 ¢i NPT1
byvaji regulovany leSenovym proteinem PDZK1, u proteinu GLUT9 regulace pomoci tohoto proteinu

nebyla zatim nalezena (Anzai et al., 2004; Hospital et al., 2014).

Pfi stejnych vnéjSich i vnitfnich podminkdch prostfedi se obé varianty zdaji byt funkéné
symetrické, dokazi transportovat substrat zi do bunék v obdobné mire (Witkowska et al., 2012).
Ukazuje se, Ze schopnost kazdé zizoforem prendset urat jinym smérem je nejspiSe zpUsobena
predevsim vlivem rozdilnych podminek vnéjsiho prostfedi vIumen (pro apikalni membranu)
a krevniho tecité (pro membranu bazolateralni), rozdilnym pH, polarizaci membrany, popfipadé
i nékterymi regulacnimi vlivy vnitiniho prostredi burky, které ovliviuji rozdilny N-konec izoforem.

V souhte vice fyziologickych faktor(l je umoznén uptake (absorbce) ¢i eflux (sekrece) urdtu pomoci
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téchto protein(l. Tato prostredi se organové specificky lisi sloZzenim nékterych iontl a pravé sloZzenim
molekul, které jsou schopny regulovat smér prenosu uratu obou variant GLUT9 (Witkowska et al.,
2012). Jednim z téchto vlivd je pfitomnost hexdz (hlavné D-glukdzy, pfipadné i D-fruktdzy) ve vnéjsim
i vnitfnim prostiedi. Pfitomnost téchto hexdz v lumen orgdni Zene transportér do funkéniho stavu
absorbce uratu z prosttedi do buriky a naopak zamezuje jeho prenosu z bunék ven. To brani zpétné
reabsorpci uratu do lumen v této ¢asti organu. Tento zpUsob regulace pomoci pfitomnosti hexdz je
nejspiSe organové a bunécné specificky a nemusi tak fungovat jako obecné pravidlo v celém
organismu (Witkowska et al., 2012). Také delsi varianta proteinu reaguje zvySenim prenosu uratu na
zmény v intracelularnich koncentracich urdtu, D-glukdézy i D-fruktézy, coZz vede k myslence, Ze
v odlisSném N-konci se mohou nachdzet i intracelularni regulaéni mista proteinu (Witkowska et al.,
2012). V rozporu s predchozi studii jini autofi naopak ve své studii potvrzuji, Ze prenos uratu dovnitf
i ven z bunék pomoci variant proteinu GLUT9 se neméni v ptitomnosti ¢i nepfitomnosti extracelularni
D-glukozy i D-fruktdzy, ale v pfitomnosti extracelularné vyssi koncentrace samotného urdtu (Anzai et
al., 2008). V nékterych organech muze také depolarizace membrany mnohonasobné zvysit schopnost

prenosu obou variant (Witkowska et al., 2012).

Pokud bychom pohlédli blize na studie zabyvajici se transportem uratu, vétSina téchto studii
vyuzivd model oocytl Xenopus laevis v neptitomnosti glukdzy v médiu. Proto nejspiSe tyto studie
v prvni fadé vysetfuji prenos uratu smérem do bunék a jejich vysledné kvantifikaci uptaku na uptake
uratu do 1 oocytu (Vitart et al., 2008; Hurba et al., 2014; Mancikova et al., 2016; Baumann et al.,
2019). Funkéni studie poslednich let se ale také zadinaji provadét na embryonalni bunécéné linii
HEK293 kterd je pouzita ke studiim i vtéto diplomové praci (Caulfield et al., 2008; Mandal and
Mount, 2019).

1.3.3. Vliv alelickych variant GLUT9 na prenos uratu

Data z klinickych studii zahrnujicich pacienty s porusenou sérovou hladinou kyseliny mocové jsou
Casto zaloZzeny na tzv. GWAS (Genom Wide Association Study), neboli celogenomovych studiich.
Sekvenaci kohorty pacientl byly nalezeny rizné alelické varianty tvorené nejcastéji jednobodovymi
zadménami (SNPs). Jednobodové zamény s vysokym vlivem na hladinu kyseliny mocové jsou nejcastéji
lokalizovany na intronu 4 a 6 plvodniho genu SLC2A9 (Déring et al., 2008). Nejvice téchto funkcnich
studii bylo provedeno na modelu oocytll Z4by Xenopus laevis s radioaktivné *C znaéenym urdtem
pomoci in vitro funkénich studii, kdy je vySetfena zména miry pfenosu uratu mutovanych variant
oproti prirozené se vyskytujici varianté (wild type, WT) proteinu. Témito studiemi se dokazuje
pfipadna korelace pfitomnosti jednobodové zdmény v kddujici oblasti genu a vysledného
urikemického fenotypu (Jutabha et al., 2011a; Dinour et al., 2012; Witkowska et al., 2012; Stiburkova

et al., 2013). Existuje vice mechanism(, kterymi mGze dana alelickd varianta ovlivnit fyziologickou
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funkci transportéru. Nejcastéji je takovy protein zadrZovan v endoplazmatickém retikulu ¢i Golgiho
komplexu, nedojde ke spravnému sbaleni proteinu, mutace mlzZe byt vjeho aktivhim misté
a translokacnim poru ¢i mize dojit k chybné lokalizaci proteinu na membranu (Stiburkova et al.,
2013). RGzné mutace v tomto proteinu bychom mohli rozdélit na mutace nesynonymni, které méni
celou aminokyselinu na aminokyselinu jinou, a mutace synonymni, kdy z(stava aminokyselina stejna
a neni tak zménén smysl a struktura proteinu. Nékteré mutace jsou v populacich casté
a pravdépodobné dochazi k jejich predavani mezi rodici a potomky, ale najdeme nékteré vzniklé de

novo (Vitart et al., 2008).

Alelické varianty obou izoforem proteinu GLUT9 byly pozorovany v rGznych populacich od
chorvatské, némecké, pres populaci USA aZ napfiklad po studie na kohortach ceskych pacientl
(Stiburkova et al., 2011; Hurba et al., 2014; Sebesta and Stiburkova, 2014; Mancikova et al., 2016).
Mnoho mutaci je sdileno mezi rGznymi populacemi z celého svéta i mezi rlznymi etnickymi
skupinami (Tin et al., 2011; Claverie-Martin et al., 2018; Kawamura et al., 2021). Alelické varianty
proteinu GLUT9 byly vySetfeny co do korelace s hypourikémii, hyperurikémii, vznikem rdznych
chorob jako dny ¢i ve vztahu s diabetem II. typu. Nékteré mutace by mohly mit vliv i na vznik
metabolického syndromu (Vitart et al., 2008). Zajimavé je, Ze nalezneme mnoho polymorfismi
vtomto proteinu jak ve vazbé s hypourikémii a sni spojenymi chorobami, tak i ve vztahu
s hyperurikemickymi pacienty (McArdle et al., 2008; Dinour et al., 2010; Mancikova et al., 2016;
Claverie-Martin et al., 2018; Park et al., 2022). Hyperurikémie zplisobenda mutacemi v proteinu
GLUT9 je spojenda s nadmérnou reabsopci kyseliny moc€ové v proximdlnich tubulech ledvin nebo
snizenou mirou jeji sekrece, hypourikémie naopak se snizenou reabsorpci (Matsuo et al., 2008;
Dinour et al., 2010). Nebyla ale nalezena spojitost mezi alelickymi variantami tohoto proteinu
s hypertenzi, jak se plvodné predpokladalo (Caulfield et al., 2008; Preitner et al., 2015). Mutace
vyraznéji ovliviiuji primarné jednu ¢i druhou izoformu proteinu GLUT9 ¢i obé ve stejné mire (Dinour

et al., 2010).

Souhrnné oznaceni pro dédi¢né hypourikemické mutace zplisobené s deficienci v proteinu GLUT9
je oznacovano jako RHUC IlI, neboli dédi¢na renalni hypourikémie Il typu. Rlzné alelické varianty
mohou ovliviiovat SUA jak homozygotné, tak i heterozygotné. U proteinu GLUT9 byly identifikovany
napfiklad alelické varianty R171Y, T125M s pravdépodobnym vlivem na stabilitu péru pro prenos
substratu (Dinour et al., 2012; Claverie-Martin et al., 2018), P412R zaménujici nenabity prolin za
kladné nabity arginin s pravdépodobnym vlivem na prenos substratu (Anzai et al., 2008), R380W,
R198C v intraceluldrnich nemembranovych smyckach (Matsuo et al., 2008; Rhuc et al., 2011), L75R (a
L46R v GLUT9S) (Dinour et al., 2010; Ruiz et al., 2018) a mnoho dalSich. Nékteré alelické varianty

vedouci ke sniZeni transportni funkce jsou sdileny i mezi dalSimi zastupci rodiny GLUT, napftiklad jako
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jiz zminéné alelické varianty R198C a a R380W u proteinu GLUT9 odpovidajici alelickym variantam
R153C a R333W u proteinu GLUT1 (Rhuc et al., 2011). Lze nalézt i inzerce, které vedly k vysoké mire
hypourikémie sdilené v celé rodiné (Stiburkova et al., 2011), ale existuji i SNPs, které sdili alespon
homozygotné i vice nez 60% populace (Doring et al., 2008). Pomoci celogenomovych analyz bylo
objeveno také nékolik mutaci v CpG ostrlvcich, které méli signifikantni vliv na hladinu kyseliny
mocové v séru (Tin et al., 2021). Bylo také objeveno nékolik desitek alelickych variant, které jsou
dédicné v celych rodinach, ale nevykazuji Zadné signifikantni zmény v prfenosu urdtu i expresi a jsou

tak klinicky némé (Hurba et al., 2014).

Byl vyvinut také in silico model stimulujici hospodareni s urdtem v Zivém organismu. Tento model
je schopen predikovat a nalézt zmény v transportu uratu u pacient( s deficiencemi v transportnich
proteinech. Mohl by tak do budoucna slouzit jako pomocnik pti vyzkumu novych alelickych variant
(Kaewlin et al., 2021). V tomto roce byl také vytvoren in silico model pro predikci vlivu alelickych
variant zaloZeny na potvrzenych funkcich alelickych variant a na strukturnim modelu tohoto

transportéru (Cachau et al., 2023).

1.3.4. GLUT9 v Zivocisné Fisi

Lidskému proteinu GLUT9 je sekvenécné velmi podobny mysi (Mus musculus) ortolog GLUT9

s homologii az 85 %, ale svice odliSnymi sestfihovymi variantami, které také vykazuji odliSnou
lokalizaci napfi¢ tkanémi i v buice samotné. Vtomto pfipadé se jednd o uniportni pfenos uratu
nezavisly na dalsich iontech a jejich vyméné (Diamond and Sharon, 1974; Bibert et al., 2009). U mysi
se tento protein nachazi predevsim v distdlnim tubulu ledvin na apikalni i bazolaterdlni membrang,
v mensi mife pak v tubulu proximalnim a ¢asti kanalku spojujicim distdlni tubulus a sbérny kanalek
(connecting tubule) (Preitner et al, 2009). Hojné je tento protein zastoupen také v mysich
enterocytech a to predeviim na membrdné bazolaterdlni, v mensi mife pak na membrané apikdlni
(Debosch et al., 2014). GLUT9 je také exprimovan v Leydigovych burikdch mysich varlat i ve spermiich
samotnych (Kim and Moley, 2007). Pfi experimentalnim vyrazeni mysiho ortologu GLUT9 bud'v celém
organismu nebo jenom v ¢astech se ukazalo, Ze pokud byly vytvorfeny mysi se systémové vyrazenym
proteinem GLUT9, méli tito jedinci 5x-10x vyssi hladinu kyseliny mocové v krvi, byla zvySena mira
rendlni sekrece uratu a naopak témér potlacena rendlni reabsorpce uratu. Tito jedinci se také rodili
s nefritidami a nefropatiemi v rizné mire a tim padem i se zhorSenou funkci ledvin vedouci k renalni
nedostatecnosti. V experimentech byli pozorovani i jedinci s mistné vyfazenym genem pro GLUT9.
Mysi maji totiz aktivni enzym urikazu, ktery je schopny katabolizovat kyselinu mocovou na alantoin.
Ukdzalo se, Ze GLUT9 v jaternich hepatocytech je pravdépodobné zapojen do procesu katabolizmu

uratu (Preitner et al., 2009). Pokud naopak byly vytvofeny mysi s GLUT9-deficientnimi enterocyty,
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vedla tato skutecnost k rozvoji vysokého krevniho tlaku, hyperurisurii, hyperurikémii a po¢atec¢nimu

rozvoji metabolického syndromu a kardiovaskularnich onemocnéni (Debosch et al., 2014).

Xenopus laevis
Bos taurus
Sus scrofa
Pongo abeleii
Cavia porcellus
Mus musculus
norvegicus

Rattus

Homo sapiens  4536% S

Cavia porcellus
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|
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Obr.6: Podobnost lidského proteinu GLUT9 s vybranymi organismy, jejich pribuznost zndzornéna fylegenetickym
stromem zaloZeném na sekvenci proteinu GLUT9 a uvedena v procentech; uveden Homo Sapiens a jeho
podobnost s proteinu GLUT9 u Xenopus laevis (drdapatka vodni) s podobnosti 45,96 %, Bos taurus (tur domdci)
s podobnosti 81,92 %, Sus scrofa (prase divoké) s podobnosti 80,90 %, Pongo abeleii (orangutan sumatersky)
s podobnosti 97,22 %, Cavia porcellus (morce domdci) s podobnosti 83,95 %, Mus musculus (mys domdci)

s podobnosti 84,45 % a Rattus norvegicus (potkan obecny) s podobnosti 84,69 % s lidskym proteinem GLUT9;
(Vytvoreno v www.uniprot.org; (Consortium, 2023)).

Ortology genu SLC2A9 se nachazi i u dalSich skupin organism0, u nichZ ale do soucasné doby
nebyly experimentdlné studovany a jejich funkce nebyla zatim rfadné anotovana. Pro nazornost je
uveden na Obr.6 fylogeneticky strom s uvedenymi zastupci vybranych organismi zkonstruovany na

zadkladé homologie polypeptidové sekvence ortologli GLUT9.

1.4. Cytoplazmaticka membrana epitelidlnich bunék

V organismech nejen ZivoCichl mizeme rozlisit buriky na bunky tzv. nepolarizované a bunky
polarizované jako naptiklad neurony a epitelidlni buriky. U bunék polarizovanych se rozlisuji odlisné
domény plazmatické membrany. V organech rGznych télnich soustav tvofi jedno- ¢i vicevrstevnou
fadu bunék, tzv. epitel oddélujici lumen organ( od okoli. Jedna se o funkcni i mechanickou bariéru,
ktera fidi presun odliSnych molekul a iontl pres epitel. Do lumen sméfuje apikalni membrana ¢asto
se zvétsenym povrchem pomoci mikroklkd, ktery je nezbytny pro typickou funkci daného epitelu
specifickou pro dany organ (napf.: absorpce, reabsorpce). Jako membrana bazolateralni je souhrnné

oznacCovdana ta, na které se nachazi mezibunécné tésné spoje mezi burikami (lateralni membrany)
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a Cast membrany smérujici do krevniho recisté (bazalni membrana). Tato membrana tedy sméfuje
vné organu a Casto je svym proteinovym sloZzenim shodna s membranou nepolarizovanych bunék.
Bazdlni cast cytoplazmatické membrany je také zodpovédna za adhezi buriky k bazalni laminé
prostfednictvim adheznich membranovych proteind. Apikdlni a bazolaterdlni membrana
polarizovanych bunék se lisi také sloZzenim lipidl a proteint jako sloZzenim prenasecl a transportérd,
¢imZ mohou rozhodovat o pfenosu nékterych molekul uréitym smérem v organismu (Cereijido et al.,

1978; Mellman et al., 1993; Matter and Mellman, 1994).

1.4.1. Lokalizace proteinU v polarizovanych a

nepolarizovanych burikach

Odlisné zastoupeni proteind na apikalni a bazolaterdlni membrané je zplsobeno specifickou
lokalizaci proteini na danou membranu na nékolika Urovnich, i kdyz pfesny mechanismus lokalizace
neni jeSté zcela znam. Nejprve je tfeba specifickd sekvence na proteinu samotném (tzv. lokalizacni
sekvence/motiv), na kterou se vazi specifické lokalizaéni proteiny ¢i komplexy adaptorovych protein(
jako komplexy proteini AP-1, AP-2, AP-3, AP-4 skladajici se z rlznych podjednotek. Proteiny jsou
poté rozdélovany do specifickych vackul, dopravovany k membrané a v poslednim kroku vystaveny na
membranu (Delacour and Jacob, 2006; Mardones et al., 2013). Adaptorové proteiny, samy ¢i tvofici
agregaty, pomahaji zabaleni téchto bilkovin do spravnych vackl a jejich presunu na cilovou
membranu (Chanat and Huttner, 1991; Heilker et al., 1996; Musch et al., 1996). K nasedani téchto
proteind dochazi pfi tvorbé vezikl( na cisternach trans-Golgi (Musch et al., 1996). Lokalizacni signal
zodpovédny za lokalizaci na pfislusSnou membranu mize byt jen jeden, ale ve vétSim poctu pripadi se
jednd o kooperaci vice téchto lokalizacnich motivli (Matter et al., 1992; He et al., 2002). Proteiny se
mohou dostavat na specifickou membranu pfimo ztrans-Golgi, ztrans-Golgi pres recyklujici

endozomy (Farr et al., 2009) ¢i transcytotickou cestou (Casanova et al., 1991).

O tom, jak pfesné se dostavaji proteiny na membranu v nepolarizovanych burikdch, nalezneme
vice teorii. Velmi rozsifena je tzv. ,bulk flow” teorie (nebo také ,bulk flow pathway“), podle které se
dostavaji proteiny na membranu pfirozené bez specifickych lokalizacnich sekvenci (Wieland et al.,
1987). Jiné studie ukazuji, Ze minimalné nékteré proteiny obsahujici lokalizaéni motivy specifické pro
proteiny polarizovanych bunék mohou byt rozdélovany pravdépodobné na zdkladé téchto
lokaliza¢nich sekvenci do vackud rozdilnych typ( a az poté lokalizovany na membranu. Dostavaji se tak
na membranu obdobnym mechanismem jako v burikdch polarizovanych, i kdyz tento mechanismus
mUze byt daleko méné rozvinuty (Misch et al., 1996; Yoshimori et al., 1996; Keller et al., 2001).
K rozdéleni proteind do odlisnych vackl probihd obdobné jako u polarizovanych bunék jiz na trans-

Golgi. Ani rozmisténi protein( s lokalizacnimi signdly na membrané nepolarizovanych bunék nemusi
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byt zcela rovhomérné, jak by se mohlo na prvni pohled zdat. Apikalni proteiny jsou pfednostné
dopravovany do oblasti membranovych raftll na rozdil od bazolateralnich, které jsou naopak
prednostné lokalizovany mimo tyto rafty (Keller et al., 2001). Je oviem mozZné, Ze plati obé teorie,
kazdy mechanismus je specificky pro dany protein a i v nepolarizovanych burikach tak mlze probihat
anterogradni rozdélovani proteinl na membranu rlznymi zplsoby a cestami (Misch et al., 1996).
| pro lokalizaci proteinl na membranu byl vytvoren in silico model hledajici mozné lokalizaéni

sekvence a predikujici chovani proteinu z hlediska jeho lokalizace (Dobson et al., 2021).

1.4.2. Lokaliza¢ni motivy

Pfi lokalizaci protein(i na cilové membrany predevsim polarizovanych bunék maji vliv kanonické a
nekanonické lokalizaéni motivy. Motivy kanonické jsou pro lokalizace daleko castéjsi a jsou
konzervovany napfic¢ Zivocisnou Fisi a v rodinach protein(, zatimco motivy nekanonické jsou daleko
méné Casté a jednd se o ojedinélé motivy specifické pro dany protein. Mezi nejhojnéjsi a nejéasté;jsi
kanonické motivy v bazolaterdlni, ale i endocytotické a lysozomalni a ptipadné i apikalni lokalizaci
jsou motivy dileucinové a tyrosinové (Hunziker and Fumey, 1994b), pfipadné v mensi mire jesté
polyprolinové lokalizacni signaly (He et al., 2002). Tyto sekvence se obvykle nachazi mimo
transmembranové domény proteinu, avSak v jejich bezprostiedni blizkosti (Beau et al., 1998).
Schémata tyrosinovych sekvenci se mohou lehce odliSovat. Za tyrosinové lokalizacni motivy jsou
nejéastéji povazovany motivy se sekvenci YXX@, kde X znaéi jakoukoliv aminokyselinu a @ hydrofobni
aminokyselinu (Subramanian et al., 2009; Mardones et al., 2013), ptipadné motivy se sekvenci NPXY,
kde N znaci asparagin, P prolin, Y tyrosin a X opét jakoukoliv aminokyselinu (Donoso et al., 2009).
U sekvenci dileucinovych se nejbéznéji jedna o motiv dvou leucin( vedle sebe LL, pfipadné s jinou
aminokyselinou mezi témito leuciny s obecnym schématem LXL (Miranda et al., 2001; He et al., 2002;
Dobson et al., 2021). Pro apikalni lokalizaci protein( jsou v nékterych ptipadech nezbytné i motivy
s cysteiny, které tvofi mezi sebou disulfidické mustky (Takada et al., 2005). JelikoZ v nékterych
pfipadech mohou byt dileucinové a tyrosinové lokalizaéni motivy vyuZivané i jako motivy
endocytotické i recyklaéni, dochazi v burikdch polarizovanych i nepolarizovanych po mutaci téchto
motivl mimo jiné k omezenim v endocytdze Ci zpétné recyklaci téchto protein (Donoso et al., 2009).
Pokud je tato sekvence proteinu mutovana, dochazi k ¢astecné Ci Uplné absenci tohoto proteinu na
pfislusné membrané, nebo muiZe byt protein lokalizovan na membranu apikalni i bazolaterdlni
zaroven (Matter et al., 1992; Kimura et al., 2014). Tyto motivy byly objeveny a potvrzeny napftiklad
ulgG receptori (Hunziker and Fumey, 1994a), lysozomalni kyselé fosfatazy (Prill et al., 1993),
epidermalniho rdstového faktoru (EGF) (He et al., 2002), proteinu BCRP/ABCG?2 (Takada et al., 2005),
LRP1 proteinu (Donoso et al., 2009) ¢i e-kadherinu (Miranda et al., 2001) a mnohych dalsich.
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Vétsi vyznam je prikladan lokalizaénim motivlim pro bazolateralni transport. To dokazuji i mnohé
studie, kdy byly tyto vytipované lokaliza¢ni sekvence mutovany ¢i zcela deletovany a takto mutované
proteiny byly lokalizaénim mechanismem burky transportovany na membranu apikdlni. Naopak
pokud do sekvence apikadlné lokalizovanym protein( byly pfidany tyto lokalizacni motivy, byly tyto
proteiny lokalizovany na membranu bazolaterdlni (Klausner, 1992; Matter et al., 1992; Prill et al.,
1993; Hunziker and Fumey, 1994b; Miranda et al., 2001; Jespersen et al., 2004; Pefia-miinzenmayer
et al., 2005; Zhang et al., 2011). Apikalni transport a pro néj specifické lokalizacni sekvence nejsou
zdaleka tak prozkoumany a zda se, Ze apikalni lokaliza¢ni motivy jsou spiSe ojedinélé. Transport na
apikalni membranu muZe probihat i bez specifickych sekvenci v zavislosti na typu bunék a druhu.
ApikdIni transport je zavisly i na dalsich faktorech jako je napriklad O- a N-glykosylace proteinu, které
ovsem nemohou byt brany jako univerzalnimi markery apikalné lokalizovanych protein( (Scheiffele et
al., 1995; Breuza et al., 2002; Potter et al., 2003). Bylo také mnohokrat potvrzeno, Ze proteiny
obsahujici GPI kotvici sekvenci v polarizovanych burikdch epitelu jsou preferenéné lokalizovany na

apikalni membranu (Brown and Rose, 1992; Delacour and Jacob, 2006).

Pokud chceme testovat lokalizacni motiv hypoteticky zodpovédny za lokalizaci proteinu na
membranu, nejlepSim pfistupem je si nejprve vytipovat sekvence, nasledné je mutovat a dale
mikroskopicky analyzovat. Po mutovani téchto motivii miZe dochdazet k odliSnému lokalizovani
proteinl (Hunziker and Fumey, 1994b) nebo kjejich akumulaci vendozomech burky

v polarizovanych i nepolarizovanych burikach (Donoso et al., 2009).
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2. Cile diplomové prace

Cile této diplomové prace se tykaji urdtového transportéru GLUT9 studovaného na modelu
transientné transfekovanych bunék bunécné linie HEK293A, a to jeho dlouhé (GLUTOL) i kratké

(GLUT9S) izoformy.
Mezi jednotlivé cile patfi:
1) Ovéreni vlivu alelické varianty V114L/V85L transportéru GLUT9 na jeho membranovou

lokalizaci a na transportni schopnost pomoci fluorescenéni mikroskopie a testovanim

schopnosti transportovat radioaktivné znaceny urat

2) Ovéreni vlivu in silico predikovanych kanonickych peptidovych motivi pro bazolateralni
lokalizaci GLUT9L pomoci fluorescenéni mikroskopie a testovanim schopnosti

transportovat radioaktivné znaceny urat

3) Ovérfeni sméru transportu uratu prenasecem GLUT9 v zavislosti na sloZeni inkubacnich
médii

Tato diplomova prace se tykd uratového transportéru GLUT9 jako celku z nékolika pohledd.
Nejprve z pohledu alelické varianty V114L/V85L objevené u hypourikemickych pacientd s hypotézou,
Ze dana alelicka varianta vede ke snizZeni transportni schopnosti transportéru GLUT9 s touto alelickou
variantou. Na tomto modelu jsou také optimalizovany metody dale pouZivané v této diplomové préci.
Dale se prace zabyva predikci a testovanim lokalizac¢nich motiv(i pro bazolateralni lokalizaci dlouhé
varianty proteinu GLUTIL. V rdmci pInéni tohoto cile byla testovana hypotéza, Ze v odlisné sekvenci
N-konce dlouhé varianty se nachazi jediny ¢i jeden z nékolika lokalizacnich motivl potfebnych pro
lokalizaci této izoformy proteinu na bazolateralni membranu v polarizovanych burnkach. Dale byl
testovan dalsi typicky tyrosinovy lokalizaéni motiv YIKA mimo tento odliSny N-konec izoformy
proteinu. V pribéhu jednotlivych experimentl ndas zaujala i problematika sméru pfenosu uratu
obéma variantami tohoto transportéru vlivem vnéjSiho prostfedi v bunécné linii HEK293A. V posledni
Casti této prace proto byly vyzkouseny funkénimi studiemi odliSné inkubaéni pufry s rozdilnym
slozenim predevsim v koncentracich glukdzy. V diplomové praci byl testovan prenos uratu ve sméru
efluxu, neboli z bunék ven do extracelularniho prostredi, coZ je podstatné predevsim z pohledu
dlouhé izoformy proteinu (GLUT9IL), protoZze na bazolateralni membrané pfi reabsorpci urdtu

v ledvinach nebyl Zadny dalsi eflukéni transportér popsan.
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3. Material a pfristroje

3.1. Pouzité pristroje, bunécné linie, plazmidy a primery

Pouzité pfistroje Vyrobce Pouzité pfistroje Vyrobce

Aparatura na agarové | Hoeffer Konfokalni mikroskop Leica

elektroforézy

Blotovaci aparatura, | Hoeffer Mikrocentrifuga MIKRO 185 Hettich

Semi-dry

Cell counter Invitrogen Scintila¢ni pocitac PerkinElmer | Perkin Elmer
TriCarb 2900 TR

Centrifuga 5810R Eppendorf SDS-PAGE aparatura Hoeffer

Cycler pro PCR BioER Sonikator UPH20 Hielscher

Flowbox EM Box 120 Schoeller Instruments Spektrofotometr ND-1000 NanoDrop

Flowbox Fotron LF Fotron Termoblok TermoMixerC Eppendorf

Fluorescencni Olympus Termostat Dry block TDB-120 Biosan

mikroskop BX40F

ChemiDoc PM Biorad Trepaci termoblok Eppendorf

Inverzni mikroskop | Leica Zdroj Power Pro Cleaver Scientific

Dmil

Tabulka 1: PouZité pristroje.

Mimo uvedené pfistroje a byly pouzity i dalsi zdkladni komponenty vybaveni laboratofe jako vodni

ldazné, lednice, mrazaky, analytické vahy, kyvacky, pH metr, autoklav, pipety, sklenéné pipety a dalsi.

Pouzité bunécné linie Katalogové ¢islo
HEK293A Thermo Fisher R705-07

MDCK Sigma Aldrich 00062107
Pouzité plazmidy Katalogové cislo
pGEM-T Easy Promega A137A
pLenti-C-mGFP-P2A-Puro (s | Origene RC218568L4V

plvodnim genem SLC22A6)

Pouzité primery Vyrobce Katalogova Cisla

NavrZzené primery pro amplifikaci | Objednany u IDT (Integrated DNA | Sekvence jednotlivych primert

gen( s ligacnimi nastavci Technologies) vypsany v kapitole 4.3.1

NavrZené primery pro | Objednany u IDT (Integrated DNA | Sekvence jednotlivych primert

Oligonukleotidem fizenou | Technologies) vypsany v kapitole 4.4.1

mutagenezi

Navriené sekvenacni primery Objednany u IDT (Integrated DNA | Sekvence jednotlivych
Technologies) sekvenacnich primerd vypsany

v kapitole 4.3.6

Tabulka 2: PouZité bunécné linie, plazmidy a primery a jejich vyrobce a katalogova Cisla; U plazmidi vypsdny
odkazy na kapitoly, kde jsou jednotlivé sekvence primert vypsdny.
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3.2.

Pouzity materidl, chemikalie, kultivacni média a kity

Pouzity material, latky

a chemikalie

Vyrobce

Pouzity
chemikalie

material, latky a

Vyrobce

Agardza Merc Life Science L-glutamin Sigma Aldrich

Aprotinin Sigma Aldrich Mowiol Polyscience Inc.

Bis-akrylamid Sigma Aldrich Na2HPO4 Penta

Bromfenolova modF Sigma Aldrich NaCl Penta

DAPI Intimex NaHCOs3 Sigma Aldrich

D-Glukoza Sigma Aldrich NaOH Penta

DTT Fluka Biochemika Nitrocelulézova blotovaci | GE Healthcare
membrana

EDTA Mach chemikalie PEI (Polyethylenimin) Sigma Aldrich

Ethidium bromid Thermo Fisher Poly-L-lysin Sigma Aldrich

Fast Digest Restriktaza | Thermo Fisher Quick Start Bradford 1x Dye | Bio Rad

Notl

Reagent

Fast Digest Restriktaza
Sgfl

Thermo Fisher

Restrikéni pufr

Thermo Fisher

FBS (Fetal bovine | Thermo Fisher Scintila¢ni koktejl NBCB Amersham
serum) Biosciencess
Generuler 1kb DNA | Thermo Fisher SDS Sigma Aldrich

Ladder Ready-to-use

Gentamycin GIBCO Spectra Multicolor Broad Range | Thermo Fisher
Protein Ladder

Glycin Sigma Aldrich Susené plnotucné mléko Carl Roth

H3BO4 Sigma Aldrich T4 DNA ligdza Thermo Fisher

Chloramfenikol Thermo Fisher Tris Sigma Aldrich

Izotop urdtu C* MC- | Hartman Analytic Triton Sigma Aldrich

1394

KCl Sigma Aldrich Trypanova modf¥ Life Technologies
KH2PO4 Sigma Aldrich Trypsin Thermo Fisher
Laemly pufr (2x | Sigma Tween Sigma Aldrich
koncentrovany)

Pouzité kity/soupravy

Pozndmky

Geneart Side directed mutagenesis system Kit pro oligonukleotidem fizenou | Invitrogen
mutagenezi
Microelute Gel extraction Kit Kit pro extrakci z agarézového gelu | Omega
Nutrient agar Pevna puda pro kultivaci bakterii Oxoid, Thermo
Fisher

One Shot™ MAX
Competent Cells

Efficiency™

DH5a-T1R

Chemokompetentni bakterie
DH5aT1 a kit na jejich transformaci

Thermo Fisher

Plasmid Midikit/Maxikit

Kity k izolaci plazmidu z bakterii

QIAGEN

Plasmid Minikit PureYield A1222

Kit kizolaci plazmidu z bakterii
v malém objemu

Promega

SOC médium

Médium pro kultivaci bakterii

Thermo Fisher

Supersignal West Pico PLUS Chemiluminescent

Substrate

Substrat pro imunodetekci na
membrané

Thermo Fisher

Tryptose phosphate broth

Tekuta pada pro kultivaci bakterii

Oxoid, Thermo

Fisher

Tabulka 3: PouZity materidl, chemikdlie, barvy, protildtky a kity/soupravy.

Mimo uvedené chemikalie byly pouzity typické chemikalie a latky pro praci v laboratofi jako dH,O,

ddH,0, ethanol, methanol, SAVO atd.
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SloZeni roztoku

Poznamky

Nazev roztoku

Blotovaci pufr

1,6 mM SDS, 49 mM glycin, 60

mM Tris

pouzitim
4:1 s

Tésné pred
smichan v poméru
methanolem

Elektrodovy pufr

192 mM glycin, 3,5 mM SDS, 25
mM Tris

Pouziti maximalné 14 dni od
vytvoreni

HBSS K* depolarizacni pufr

1,26 mM CacClz, 0,49 mM MgCly,
0,41 mM MgS0s4, 143,26 mM KCl,
4,17 KHCOs3, 0,34 KHPOs, 0,44
KH2PO4, 5,56 mM Glukdza

pH=7,4

HBSS Pufr

138 mM NaCl, 5 mM KCIl, 1 mM
CaClz, 0,5 mM MgCl;, 0,4 mM
MgSOs, 0,4 mM KH2POs, 4 mM
NaHCOs3, 0,3 mM Na:HPO4, 5,6
mM Glukdza

pH=7,4

HBSS pufr bez glukdzy

138 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM
CaCl;, 0,5 mM MgCl,, 0,4 mM
MgS04, 0,4 mM KH2POs4, 4 mM
NaHCOs3, 0,3 mM NazHPO4

pH=7,4

KRP pufr

120 mM NacCl, 5mM KCl, 2 mM
CaClz, 1 mM MgCl,, 25 mM
NaHCOs, 5,5 mM D-glukdza

pH=7,4

Lyzacni pufr

2% SDS, 50 mM Tris, 50 mM DTT

TBE pufr

2 mM EDTA, 89 mM NaCl, 89 mM
H3BO4

pH=8,3

Bezglukozovy pufr

141 mM NaCl, 2 mM KCl, 1,8 mM
CaCl2, 1mM MgCl2, 5mM HEPES

pH=7,4

Nazev kultiva¢niho média

DMEM médium svyssi koncentraci
glukézy (High glucose DMEM- 4,5 g/L)
obsahujici L-glutamin a bikarbonat

Slozeni kultivacniho média

K plvodnimu médiu pfidano: 10%
FBS, 1 mM pyruvat sodny, 50 uM
gentamycin

10x PBS 1,5 mM KCl, 8,1 mM Na;HPO4, | pH=7,4; 1x PBS vytvoreno
136 mM NaCl, 2,25 mM KH2POa4 z 10x PBS redénim

v destilované H,0
10x PBST Vytvoreno z10x PBS s0,1% | pH= 7,3; 1x PBST vytvoreno
Tweenem z 10x PBST fedénim

v destilované H,0

Pozndmky
Thermo Fisher ; 11965092

OPTIMEM

Slozeni shodné s DMEM médiem,
jen neni pridano FBS

Tabulka 4: PouZité roztoky a kultivacni média a jejich sloZeni.

PouZité protilatky Vyrobce/Dodavatel, Plvodce
katalogové Cislo

Primarni protildtka proti EEA1 (marker casnych | Invitrogen; MA5-14794 Kralik

endozomt)

Primarni protilatka proti LAMP1 (marker lysozom() | Invitrogen; MA1-164 Mys

Primarni protilatka proti mGFP Origene; TA180076 Mys

Primatni protilatka proti B-actinu Cell signaling; 3700S Mys

Sekundarni protitlatka ,goat anti-mouse” Alexa | Thermo Fisher; A-11032 Koza

Fluor 594 (proti mysi protildtce, plvodce koza)

Sekundarni protildtka ,,goat anti-rabbit” Alexa Fluor | Thermo Fisher; A-11012 Koza

594 (proti krali¢i protilatce, plivodce koza)

Sekundarni protilatka ,Rabbit anti-mouse” (proti | Bethyl; A90-117P Kralik

mysi protilatce, plvodce kralik) s konjugovanou

kfrenovou peroxidazou

Tabulka 5: PouZité primdrni a sekunddrni protildtky, jejich vyrobce/dodavatel, katalogové &islo a pdvodce.
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4. Metody
4.1. Kultivace bunécné linie HEK293A

Pro tuto diplomovou praci byla pouZita bunécna linie lidskych embryonalnich bunék HEK293A.

Bunécna linie byla pasaZovany jednou za 3-4 dny a bunky mohly byt po pasdzi vysazeny do 12-
jamkovych desti¢ek samotnych &i na sklicka v mnoZstvi 0,1x10° bunék, pfipadné v mnoZstvi 0,3x10°
do 6-jamkovych desticek. Bunécna linie HEK293A v DMEM médiu s 10% FBS a se zvySenou
koncentraci glukozy (glukéza=4,5 g/L). Pasazovani bunécné linie HEK293 v laminarnim flowboxu mélo

nékolik krokl:

1) Sliti stavajiciho média z bunék

2) Ptidani PBS s 10% trypsinem

3) Kultivace bunék s trypsinem 5 min

4) Rychlé oplachnuti dna kultivacni lahve a preneseni PBS s trypsinem a burikami do zkumavky

s predpripravenym 1 mL média pro zastaveni reakce

5) Centrifugace 5 min pti 950 G

6) Po centrifugaci sliti supernatantu a resuspendace pelety bunék do 1 mL média

7) Meéfeni poctu bunék na Cell counteru a jejich nasazeni v pfislusné koncentraci pro dalsi
experimenty

4.2. Amplifikace plivodnich plazmidi GLUTI9L a GLUT9S

Pro zacatek prace bylo potfeba namnoZit/amplifikovat jednotlivé varianty proteinu GLUT9

z plvodnich plazmidd. Kamplifikaci téchto plazmidd byla provedena PCR reakce pro GLUTIL
a GLUT9S z plivodnich vektori s ligaénimi nastavci. Primery i dNTP byly do reakce pouzity

v koncentraci 10 pM. SloZeni reakéni smési je uvedeno v Tabulce 7, program pro PCR v Tabulce 6.

Pocet opakovani Teplota €as jednotlivych krok
1x 94°C 1 min
35x 94°C 30s
60°C 1 min
72°C 2 min
1x 72°C 5 min
1x 4°C

Tabulka 6: Program pro PCR pro GLUTIL a GLUT9S.

Slozky smési Mnoistvi vuL, finalni
koncentrace ()

PCR H20 40,1

10x Pufr 5,0 (1x)

Primer F (10 uM) 1,0 (0,2 uM)

Primer R (10 uM) 1,0 (0,2 uMm)

dNTP (10 mM kazdy) 1,0 (0,2 mM kazdy)

Templat 1,0 (20 ng)

Ultra DNA polymeraza 0,9 (0,04 U/uL)

Celkem 50

Tabulka 7: SloZeni reakce pro PCR pro GLUTS9L a GLUT9S.
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4.3, Klonovani genti GLUTIL a GLUT9S do plazmidu

Obé varianty genu GLUTIL i GLUT9S byly plvodné zaklonovany v pro nas ucel nevhodném

plazmidu pGEM-T-EASY. Tento plazmid neni znacden Zadnou fluorescenéni ¢i jinou znackou
a neobsahuje promotor pro expresi v savCich bunkach. Geny bylo tedy potfeba zaklonovat do
plazmidu s promotorem pro savci buriky. Pro tyto ucely byl vybran lentiviralni vektor p-Lenti-C-mGFP-
P2A-Puro, zndzornén na Obr. 7. Preklonovani mélo nékolik zakladnich bodd uvedenych v Kapitolach

4.3.1-4.3.6.

o c"ﬁ;h
1-*. | EcoRI
o . =  [BamHI
5 plenti-C-mGFP & |38}
7.1 kb
Rsrll
1 Miul
Motl
%’ xl:::-t
pov®

Obr.7: LentivirdIni vektor pLenti-C-mGFP s vyznacenymi restrikcnimi misty.

4.3.1 Amplifikace genl GLUTIL a GLUT9S s ligacnimi nastavci pro
restriktazy Sgfl a Not1l

Primer pro ligacni nastavec GLUTIL pro Sgfl 5’-AAGCGATCGCATGGCAAGGAAACAAAATAG- 3’

Primer pro ligacni nastavec GLUTIL pro Notl 5’-TTGCGGCCGCTTAGGCCTTCCATTTATCTTAC- 3’

Primer pro ligacni nastavec GLUT9S pro Sgfl 5’-AAGCGATCGCATGAAGCTCAGTAAAAAGG- 3’

Tabulka 8: Primery pro vytvoreni genu s ligacnimi ndstavci.

Pro geny GLUTIL a GLUTSS bylo potfeba vytvofit primery s tzv. ligaénimi nastavci a provést PCR
(polymerazovou retézovou reakci) s témito liga¢nimi nastavci pro zmnoZeni gend s vhodnymi konci
k ligaci do kone¢ného plazmidu. Na 5’koncich primer(i byly navrzeny sekvence obsahujici palindromy
rozpoznavané restrikénimi enzymy Sgfl (SfaAl) a Notl, které jsou soucasné obsaZzeny v MCS
(multiple cloning site) zvoleného akceptorového plazmidu plenti-C-mGFP. Sekvence primerl byla
navic upravena tak, aby nedoslo k posunu ¢teciho rdmce po zaklonovani do akceptorového plazmidu.
JelikoZ primer pro Notl naseda na C-konec genu, ktery maji obé varianty shodny, bylo mozné tento

primer vyuZit pro obé varianty. Jednotlivé primery s ligacnimi nastavci jsou vypsany v Tabulce 8,
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sloZeni a pribéh reakce pak v Tabulkdch 9 a 10. Na takto amplifikovanych genech s liga¢nimi nastavci

byla jesté provedena restrikce pro vytvoreni lepivych konct obdobné jako v kapitole 4.3.2.

Tabulka 9: SloZeni smési pro PCR s ligacnimi ndstavci pro restriktdzy Sgfl a Not1.

Slozky smési Mnoistvi v pL, findlni
koncentrace ()

PCR H20 14,1

Ultra DNA Pufr 5x 4,0 (1x)

Primer F+R (10 uM kazdy)
dNTP (10 mM kazdy)

0,4+0,4 (0,2 uM kazdy)
0,4 (0,2 mM kazdy)

Templat 0,5 (20 ng)
Ultra DNA polymeraza 0,2 (0,02 U/uL)
Celkem 20

Pocet opakovani Teplota Cas jednotlivych kroki
1x 98°C 30s
35x 98°C 10s
58°C 30s
72°C 1min30s
1x 72°C 5 min
1x 4°C

Tabulka 10: Program pro PCR s ligacnimi ndstavci pro restriktdzy Sgfl a Not1.

4.3.2 Restrikce genu pLenti-C-mGFP

restrikcnich endonukledz Sgfl a Not1

z plazmidu

pomoci

Plazmid pLenti-C-mGFP plvodné obsahoval jiny gen (SLC2A6) pouzivany v nasi laboratofi. Bylo

tedy potieba provést restrikci pomoci vybranych restrikénich endonukledz Sgfl a Notl. Prlibéh

reakce je vyznacen v Tabulce 12 a sloZeni restrikéni smési v Tabulce 11.

Tabulka 11: SloZeni restrikcni smési pro restrikcni re

Tabulka 12: Prubéh restrikcni reakce pro pLenti-C-mGFP s restriktdzami Sgfl a Not1.

Slozky smési Mnoistvi v pL, finalni
koncentrace ()

H20 15,0

Restrikéni pufr 2,0 (1x)

Vektor 1,0 (1 ug)

Sgfl 1,0 (1 U/uL)

Not1 1,0 (1 U/uL)

Celkem 20

Prabéh reakce Reak¢ni teplota
5 hodin 18°C

5 minut 80°C

Zchlazeni 4°C
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4.3.3 Gelova elektroforéza po restrikci pLenti-C-mGFP a vytiznuti
rozStépeného vektoru pLenti-C-mGFP z gelu

Po restrikci bylo potfeba analyzovat takto upraveny plazmid pomoci 0,8% agardzového gelu
s1pug/mL ethidium bromidu. Na takto vytvoreném gelu se vzorky byla provedena gelova
elektroforéza v TBE pufru. Fragment odpovidajici velikosti naseho produktu byl vyfiznut z gelu

a izolovdn pomoci ,Microelute Gel Extraction Kit“ od firmy Promega.

4.3.4 Ligace

Vznikly a predistény inzert i plazmid byly ligovany v nasledujici reakci v hmotnostnim poméru 1:3
inzertu ku vektoru. Reakce probihala pfi 18°C po dobu 20 hodin s pouzitim ligdzy z bakteriofaga T4.
Vysledny produkt reakce byl zkontrolovan na gelové elektroforéze. Nasledné byly produktem

transformovany bakterie E.coli DH5a-T1 (viz nize).

Slozky smési Mnozstvi v pL, finalni
koncentrace ()

H20 7,35

Ligacni pufr 2,0 (1x)

Ligdza T4 (5 U/uL) 1,0 (0,25 U/uL)

Vektor 2,4 (100 ng)

Inzert 7,25 (300 ng)

Celkem 20

Tabulka 13: SloZeni ligacni smési.

4.3.5 Transformace bakterii DHa—T1 E. coli

Bakterie E. coli DH5a-T1 od znacky Invitrogen byly uloZzeny v mrazaku pti -80°C. Pro transformaci

jsme poutzili 50 uL suspenze bakterii. Po vytvoreni ligacni reakce (ptipadné rekombinacni reakce, viz
kapitola 4.4.4) byly bakterie umistény na led, kde se nechaly kratce 5-7 minut roztat. Nasledné jsme
postupovali podle pfiloZzeného protokolu pro jejich transformaci. Po roztdni na ledu byly pfidany 2,0
UL vytvofené a promichané ligacni/rekombinaéni smési k bakteriim, vSe bylo opatrné promichano a
opét ponechdno na ledu dalSich 12 minut. Po tomto ¢ase byly bakterie vystaveny teplotnimu Soku
prenesenim na 30 sekund do vodni |azné s teplotou 42°C. Bezprostiedné poté byly bakterie opét
pfeneseny na led na 2 minuty. K takto transformovanym bakteriim bylo pfiddno 250 uL SOC média
pokojové teploty a takto pfipravend smeés se inkubovala v tfepacim boxu pfi 37°C na 1 hodinu pfi
1000 kmitech/min. Takto transformované bakterie byly nakonec po inkubaci v mnoZstvi 50-100 plL
vysety na agarézovou misku s pfislusSnym antibiotikem (pro GLUT9 se jedna o chloramfenikol). Takto
pfipravené misky byly ponechany pres noc vtermoboxu pfi teploté 37°C. Nasledujici den bylo
vybrano 6-10 vyrostlych kolonii z kazdé misky. Polovina této kolonie byla preockovana na novou
misku a opét inkubovéna pres noc pri 37°C pro pozdéjsi pouziti. Druha polovina kazdé kolonie byla

zaockovana do 2 mL tryptdzo-fosfatového bujénu (TPB) s pfislusSnym antibiotikem. Takto vytvorena
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tekutd plda s bakteriemi byla inkubovana pres noc v 37°C v tfepacim boxu. Nasledujici den byly

narostlé bakterie izolovany pomociizolacniho Maxi ¢i Mini kitu od firmy Promega.

4.3.6 lzolace plazmidu pomoci izolacniho kitu, stanoveni
koncentrace DNA a sekvenace

Narostlé transformované bakterie byly izolovany pomoci ,Plasmid Isolation Minikitu”“ podle
pfilozeného protokolu a nasledné byla stanovena koncentrace DNA. Ke stanoveni koncentrace DNA
byl vyuzit Spektrofotometr ND-1000. Koncentrace byla stanovena spektrofotometricky pfi vinové
délce 260 nm podle protokolu. Pro sekvenaci byly namichany reakce podle slozeni uvedeném
v Tabulce 14 s pouzitim sekvenacnich primer( z Tabulky 15. lzolovany plazmid byl vidy nejprve
nafedén na vyslednou koncentraci 250 pg/reakci. Takto pripravené a oznacené vzorky na sekvenaci

byly odesldny do laboratore sekvenace pfi PFF UK.

Slozky smési Mnoistvi v pL
PCR H20 6

Sekvenacéni primer (5,0 1 (0,625 uM)
uM)

Plazmid 1 (200 ng/reakci)
Celkem 8

Tabulka 14: SloZeni sekvenacni reakce.
Ziskané vysledky jsme porovnali s publikovanou pfirozenou (WT) sekvenci GLUTI9L a GLUT9S.
Klony, které mély spravnou sekvenci v€etné spravné navaznosti na promotor i mGFP znacku jsme
nasledné znovu namnozili do 250 mL tekuté pldy (TPB) a izolovali izola¢nim Maxikitem od firmy

Qiagen (Qiagen Isolation Plasmid Maxikit). U vyizolovaného plasmidu byla opét provedena kontrolni

sekvenace.
Oznaceni primeru Sekvence primeru
1R CGTCCATGCCTTCTTTCCCA
2F TTCTTGGGAGGAAGCACACT
3R CCACTGCAGAAAGAGGCGAT
4F GGCTCCTCTTCCCATTCATTCA
5R CTTGATCTCCAGCTTGCCGT
V2F AGCAGAGCTCGTTTAGTGAACC

Tabulka 15: Sekvence pouZitych sekvenacnich primert GLUTIL a GLUT9S ve vektoru pLenti-C-mGFP.

4.4, Mutageneze

Mutagenacni reakce samotnd probihala v nékolika po sobé jdoucich krocich. Nejprve bylo nutné
vytvofit vhodné primery, provést oligonukleotidem fizenou mutagenezi a zkontrolovat tento produkt
na gelové elektroforéze. Nakonec tento produkt musel byt rekombinovan a transformovan do
bakterii E. coli DH5a-T1. Z téchto bakterii byly plazmidy po namnoZeni opét izolovany a zaslany na

sekvenaci. Jednotlivé kroky jsou blize popsané v nasledujicich kapitolach.
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4.4.1.

Pro jednotlivé mutace plazmid( obou variant transportéru byly vytvofeny mutagenni primery (viz
Tabulka 16). Pro mutagenezi byl vyuZit kit Geneart Site Directed Mutagenesis od firmy Invitrogen.
Delece byly vytvoreny pro motivy LL (delece 33LL34), LGL (delece 12LGL14) a YIKA (delece 84YIKA87)
u izoformy GLUTIL. U prvnich 3 variant mutovanych lokalizaénich motivd (LGL, LL, YIKA) byla
vytvorena delece celého prislusného motivu, u variant GLUTIL V114L a GLUT9S V114L (V85L) byla

vytvofena na dané pozici zaména valinu za leucin. U alelické varianty GLUTI9L V114L a GLUT9S

Priprava mutagenacnich primert

V114L/V85L byly pouZity stejné primery.

Nazev Primer Délka
GLUTIL Del LGLF AGGAATTCCAAGGAAGGCCTAGTTCCCCTC 30 bp
GLUTIL Del LGLR GAGGGGAACTAGGCCTTCCTTGGAATTCCT 30 bp
GLUTIL Del LLF GCCAGGGAGGGCAGAGTGTGACCACC 26 bp
GLUTOL Del LLR GGTGGTCACACTCTGCCCTCCCTGGC 26 bp
GLUTOL Del YIKA F GAATGCCCCCACCCCGATCAAGGCCTTTTACAATG | 35 bp
GLUTIL Del YIKA R CATTGTAAAAGGCCTTGATCGGGGTGGGGGCATTC | 35 bp
GLUT9 V114L/V85LF | CTCTGGTCTGTGACTTTGTCCATATTCGCCATC 33 bp
GLUT9 V114/V85LR | GATGGCGAATATGGACAAAGTCACAGACCAGAG | 33 bp

Tabulku 16: Primery pro jednotlivé varianty mutovanych plazmidd.

4.4.2.

Oligonukleotidem Fizend mutageneze (Ci také mutagenacni PCR) byla provadéna pomoci kitu
Geneart Site Directed Mutagenesis od firmy Invitrogen a za poutZiti primer( navrzenych a popsanych
v kapitole 4.2.1 se sloZenim reakce uvedneym v Tabulce 17 a za podminek reakce v Tabulce 18.
Forward (F) primer byl ptidan jiz pfi michani reakce, zatimco Reverse (R) primer byl pfidan az na

zacatku cyklu s ¢islem 2. Oba tyto primery byly nafedény na koncentraci 10 uM. Tato PCR reakce byla

Oligonukleotidem rizena mutageneze (PCR)

nasledné ovérena gelovou elektroforézou.

SloZeni reakce

Mnoizstvi v pL, finalni
koncentrace ()

Ultra DNA Pufr (5x) 5,0 (1x)
Enhancer 2,5

Primer F (10uM) 0,75 (0,4 uM)
Primer R (10uM) 0,75 (0,4 uM)
Plasmid 0,5 (20 ng)

25x SAM 1,0 (1x)
Methylaza 0,38

Ultra DNA Polymeraza 0,25 (0,08 U/uL)
PCR H20 13,87

Celkem 25,0
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Pocet opakovani Teplota Cas jednotlivych krok
1x 37°C 20 min
1x 98°C 2 minuty
25x 98°C 20s
56-59°C 30s
68°C 5 min
1x 68°C 8 min
1x 4°C

Tabulka 18: Program pro Oligonukleotidem fizenou mutagenezi.

Obr.9: Priklad tspésné provedené mutageneze kontrolované na 0,8% agardzovovém gelu elektroforézou,
zkuSebni mutagenni PCR pro variantu GLUTIL V144L s vybranou variantou 1 (podminky +DMSO, teplota
nasedadni 56°C); pouZity marker Generuler 1kb DNA Ladder Ready-to-use.

4.4.2.1. Optimalizace mutagenezi pro jednotlivé varianty

DMSO Teplota
nasedani
Varianta 1 + 56°C
Varianta 2 + 59°C
Varianta 3 - 56°C
Varianta 4 - 59°C

Tabulka 19: Jednotlivé varianty pro rozdilné podminky pro optimalizaci mutageneze a vybrané
podminky pro jednotlivé pripady.

Pro jednotlivé varianty mutageneze (oligonukleotidem ftizené PCR reakce) bylo potfeba najit
nejvhodnéjsi podminky reakce. Vyzkouseny byly 4 mozZnosti s pfipadnym pfidanim 0,75 uL DMSO (3%
ve vysledné reakci) do reakce a vrlznych teplotdch nasedani, pfi nasedani 56°C nebo 59°C.
Jednotlivé varianty jsou uvedeny v Tabulce 19. Jednotlivé varianty byly analyzovany agardzovou
elektroforézou a vybrany ty snejsilnéjsim a nejcistsim bandem. Vybrané podminky pro
oligonukleotidem Ftizenou mutagenezi pro jednotlivé alelické a mutované varianty jsou vypsany

v Tabulce 20.
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Vybrana Podminky: +/- DMSO,
varianta teplota nasedani
GLUTIL del LL Variantal | +DMSO, 56°C

GLUTI9L del LGL | Varianta 2 +DMSO, 59°C

GLUTOIL del Varianta 2 | +DMSO, 59°C

YIKA
GLUTIL V114L Varianta4 | +DMSO, 56°C
GLUT9S V114L Varianta4 | -DMSO, 59°C

Tabulka 20: VVybrané podminky pro oligonukleotidem fizenou mutagenezi pro jednolitvé mutované a deletované
varianty.

Obr.10: Priklad zkusebni oligonukleotidem fizené mutageneze pro variantu GLUTIL V144L analyzovdno na 0,8%
agarézovém gelu; na gelu je pouZit Marker (Generuler 1kb DNA Ladder Ready-to-use ) a varianty 1-4 podle
Tabulky 20; vybrdna varianta 1.

4.43. Gelova elektroforéza

Pro ptislusné vzorky DNA byla vidy provedena gelova agarézova elektroforéza v koncentraci podle
velikosti sledovanych vzork(. Nejcastéji byly vzorky analyzovany na 0,8% agarézovém gelu v TBE
pufru, do tohoto roztoku byl také ptidan ethidium bromid v koncentraci 1ug/mL pro vizualizaci DNA

na UV transluminatoru (Obr. 9 a 12).

4.4.4. Rekombinacni reakce

Zmnozené plazmidy pomoci PCR reakci bylo nasledné potfeba cirkularizovat. K tomu byla vyuZita

posledni slozka kitu Geneart Site Directed Mutagenesis, tzv. rekombinacni reakce ve slozZeni:

SloZeni smési Mnoistvi v pL
PCR H20 10
Vzorek z PCR 4
5x Reaction buffer 4 (1x)
10x Enzymer mix 2 (1x)
Celkem 20

Tabulka 21: SloZeni smési pro rekombinacni reakci.
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Takto smichana reakce byla inkubovana 10 min v pokojové teploté a nasledné byla pfidana EDTA
o vysledné koncentraci 25 mM pro zastaveni reakce. Takto vytvorena reakce byla ihned

transformovana do bakterii.

4.5. Transientni transfekce bunécéné linie HEK293A pomoci PEI

Na jednotlivé bunééné kultury byly vyzkouseny rlzné transfekéni metody. Nakonec pro
transientni transfekci bunécné linie HEK293A byla pouZita v nasi laboratofi zavedena metoda
lipofekce pomoci PEl (polyethylenimine). Pro transfekci byla pouZita lipofekce pomoci PEI
v koncentraci 1 mg PEl na 1 mL OPTIMEM. MnoZstvi DNA vektoru ku PEI bylo 1,0 ug DNA ku 2,5 uL
PEI.

1) Nejprve bylo potieba burnky inkubovat v thermoboxu po dobu 30 min pouze v 300 uL
bezsérového média OPTIMEM
2) Mezitim byly pfipraveny 2 roztoky a nechany 10 min inkubovat pti pokojové teploté:
a. Roztok 1- DNA vektor + OPTIMEM (1,4 pug DNA vektoru + 28,4 uL OPTIMEM, DNA
vektor nafedén v OPTIMEM na vyslednou koncentraci 1550 ng na 1 reakci)
b. Roztok 2- PEl + OPTIMEM ( 3,4 pL PEI + 28,5 uL OPTIMEM)
3) Odstaté roztoky 1+2 byly smichany, promichany obracenim zkumavky a takto pripraveny
vysledny lipofekéni roztok byl opét ponechan 10 minut pfi pokojové teploté
4) Inkubované bunky byly oplachnuty PBS, opét prevrstveny médiem OPTIMEM a do kazdé
jamky bylo rovnomérné pridano 60 uL smichanych a odstatych roztokd
5) Po 3h kultivaci pfi 37°C a 5,0% CO, byly buriky opét oplachnuty PBS a prevrstveny jejich

obvyklym kultivaénim médiem

4.6 Priprava mikroskopickych preparatd

Bunécné kultury a preparaty 2 dny po transfekci mohly byt vyuzity k pripravé preparatQ pro
fluorescenéni mikroskopii. Tyto bunky byly nasazeny do 12-jamkové desticky s mikroskopickymi
sklicky pokrytymi L-Polylysinem o koncentraci 0,01%, Vlastni inkubace sklicek s L-Polylysinem trvala
30 min pfi 40°C. Takto ptipravena sklicka byla 2x omyta ddH.O a byly na né nasazeny burky
v mnoZstvi 0,1x10° bunék na jamku. Po dvou dnech byly buriky transfekovany podle kapitoly 4.5 a po
dalsich 2 dnech mohly byt tyto preparaty dale fixovany. Vzorky byly fixovany v4,0%
paraformaldehydu v PBS (pH=7,4) 8 minut za pribézné kontroly pod invertovanym fluorescenénim
mikroskopem. Takto zafixované preparaty byly dokoncéeny pridanim DAPI v Mowiolu (o koncentraci
0,1 pg/mL) na podlozni skli¢cko. Takto vytvorené preparaty byly uchovavany pfi 4°C v chladnicce bez

pfistupu svétla.
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4.6.1 Priprava mikroskopickych preparatdl pro kolokaliza¢ni
pozorovani

Pro ptipravu mikroskopickych preparatd pro kolokalizaéni pozorovani proteinl s ¢asnymi

endozomy a lysozomy byly bunécné preparaty fixovany stejné jako v predeslé kapitole 4.6. Po fixaci
byly tyto vzorky permeabilizovany v 0,1% Tritonu X-100 v 1x PBS po dobu 30 min. Po permeabilizaci
byly vzorky 3x pfi kyvani promyty 1x PBS a blokovany 45 min v 2% BSA (bovine serum albumin,
hovézi sérovy albumin), v 1x PBS. Nasledné byly vzorky inkubovény pfes noc pfi4°C ve vihké
komore v 25 pL naredéné pfislusné primarni protilatky (viz Tabulka 22). Druhy den byly prepardty 5x
promyty v 1x PBS a inkubovany 1h ve vlhké komore pfipokojové teploté s25 uL nafedéné
sekundarni protilatky. Takto pfipravené prepardty byly zamontovany do Mowiolu s DAPI na podlozni

sklicko a uchovavany v chladniéce pfi 4°C bez pristupu svétla.

Nazev protilatky Vyrobce a plivodce Redéni
protildtky protilatky

Primarni protilatka proti casnym endozomm Invitrogen, kralik 1:800

(EEA1)

Primarni protilatka proti lysozomim (LAMP1) Invitrogen, mys 1:400

Sekundarni protilatka goat anti-rabbit 594 (proti Thermo Fisher, koza 1:1000

krali¢i protilatce, pivodce koza) Alexa Fluor 594

Sekundarni protitlatka , goat anti-mouse” (proti Thermo Fisher, koza 1:1000

mysi protilatce, plvodce koza) Alexa Fluor 594

Tabulka 22: PouZité primdrni a sekunddrni protildtky pro detekci casnych endozoma a lysozomi pro
imunocytochemii; protildatky byly fedény v 0,5% BSA, 0,025% Tritonu X-100 v 1x PBS.

4.7 Funkéni studie s C1 radioaktivné znaéenym uratem

Funkéni studie s radioaktivné znalenym urdtem C* probihaly na buné&énych kulturdch 48h po
transfekci podle kapitoly 4.5.1. Pro kazdou variantu byly transfekovany na jednotlivou funkéni studii
4 jamky, 3 pro méfeni uptake izotopu do cytoplazmy bunék s radioaktivné znaéenym urdtem C**
a1ljamka pro méreni proteini Bradfordovou metodou. Pro funkéni studie byl pouZzit HBSS pufr,
depolarizacni HBSS, pufr HBSS pufr bez obsahu glukdzy, KRP pufr a ,Uptake pufr”. Funkéni studie byly
provadény podle optimalizovaného protokolu nasi laboratore. Urat byl narfedén na findlni

koncentraci 30 uM v reakci.

Nejprve bylo odsato médium z kazdé jamky desticky a tyto jamky byly preinkubovany 15 minut
v odpovidajicim inkubacnim pufru pfi teploté 37°C. Po preinkubaci byly bunky inkubovany 20 minut
s pFislusnym inkubaénim pufrem s pfimési *C radioaktivné zna¢eného urdtu ve findlni koncentraci
30uM v termostatu pfi 37°C. Bunky byly nasledné tfikrat oplachnuty ledovym inkubacnim pufrem na
ledu po dodrZeni presné 2 minut mezi jednotlivymi oplachy. Nakonec byly bunky lyzovany 3 hodiny
pomoci 0,15M NaOH pfi drZeni na ledu. Jednotlivé radioaktivné znacené vzorky byly pfeneseny do

fadné oznacenych scintilacnich zkumavek, jamky bez radioaktivniho uratu byly ale pfeneseny do
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odlisnych zkumavek a drzeny na ledu. Do scintilacnich zkumavek s lyzaty bylo pfiddno 75 uL HCl pro
neutralizaci. Byly vytvoreny také 3 referenéni zkumavky s 75 pL HCI, 500 pL 0,15 mM NaOH a s 5 pL
nafedéného uratu v pfislusném inkubacnim pufru a 1 zkumavka pro méreni pozadi pouze s 75 pL HCI
a 500 pL 0,15 mM NaOH. Pfed mérenim v Scintilacnim pocitaci PerkinElmer TriCarb 2900 TR bylo ke
vzorklim v scintilacnich zkumavkach pfidano 3,5 mL scintilaéniho koktejlu NBCB. Takto pripravené
vzorky byly 2x vortexovany a analyzovdny kapalnou scintilaci ve Scintilaénim pocitaci Perkin Elmer-
A290001. U kazdého vzorku byl méfena aktivita radioaktivnich rozpadl kapalinovou scintilacni

metodou po dobu 5 minut s pfedmérenim probihajicim 1 minutu podle nastaveného protokolu.

4.8 Bradfordova reakce na méreni mnoZstvi proteint v bunécném
lyzatu

Posledni jamka u kazdé varianty pfi kazdé funkcni studii slouZila k naslednému méreni proteint

Bradfordovo metodou. Buriky byly inkubovany zcela shodné jako skupina pro méreni uptake, avsak
bez radioaktivniho urdtu, jako buriky v kapitole 4.7 a byly i nasledné lyzovdny pomoci NaOH. Po lyzi
byly tyto homogenaty odebrany do zkumavek a bud zamrazeny v -80°C ¢i rovnou pouzity
k Bradfordovu méreni protein. Pokud byly bunécné lyzaty pred mérenim zmraZeny, nechaly se
nejprve postupné pomalu rozmrazit na ledu. Ndsledné byly 15x sonikovany pfi amplitudé 60 % na
ledu na sonikatoru Hielsher UPH20. Po sonikaci vzorkl bylo odebrano 5 ul takto ptipravenych vzorku
do 96-jamkové desticky s 250 ulL Bradfordova cinidla v jamce. Jednotlivé vzorky byly poté opatrné
promichany. Jako pozadi pro méreni byla vytvorena jamka s 250 uL Bradfordova cinidla a 5 uL NaOH.
K odec¢tu koncentraci proteind jsme wvyuzili kalibracni kfivku sestavenou ze znamych hodnot

koncentrace sérového hovéziho albuminu rozpusténého v 0,15 M NaOH.

4.9 Western blot

Vzorky na Western blot byly pfipraveny transfekci bunécéné linie HEK293A pfisluSnymi plazmidy

v 6-jamkové desticce stejnym zplsobem jako v kapitole 4.5. Dva dny (48h) po transfekci bunék bylo
odsato médium a bunky byly seSkrabnuty Skrabkou zcelé jamky do 1 mL 1xPBS. Vzorky byly
centrifugovany pfi 150 g po dobu 5 minut. Po centrifugaci byl odsat supernatant, pelety byly
resuspendovany a poté 1h na ledu lyzovany v 350 pL SDS s 17,5 ulL aprotininu (zadsobni koncentrace
0,1 mg/mL, finalni koncentrace 4,8 pug/mL). Po této dobé byly lyzaty 25x sonikovany na ledu s 60 %
amplitudou na sonikatoru Hielsher UPH20 a nakonec byly smichany s 37 uL 1 M DDT v 370 pL 2x
Laemlyho pufru. Takto pfipravené lyzované vzorky byly denaturovany 1 hodinu v Thermobloku v 56°C
a nasledné uchovavany v mrazniéce v -80°C do doby nanaseni na gel. Na samotny Western blot byl

pfipraveny gel z 10% déliciho gelu a 5% zaostfovaciho gelu viz Tabulka 23.
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Délici 10% (5mL) Zaostrovaci 5% (5mL)
Destilovana H20 1,785 2,62
Akryl amid 30% 1,67 0,83
Tris 8,9 roztok C 1,25
Roztok D 1,25 (pH=6,9)
SDS roztok B 0,05 0,05
APS roztok G 0,25 0,25

Tabulka 23: SloZeni déliciho a zaostfovaciho roztoku pro akrylamidovy SDS gel pro Western blot.

Pripraveny akrylamidovy gel byl usazen do SDS-PAGE elektroforacni aparatury, zalit elektrodovym
pufrem a do jamek gelu bylo naneseno 20 pL vzorku. Jako marker byly pouzity 4 uL ,Spectra
Multicolor Broad Range Protein Ladder” od firmy Thermo Fisher. SDS-PAGE elektroforéza byla
spusténa nejprve pii 70 V, dokud se vzorky nedostaly na pomezi rozdélovaciho a déliciho gelu, poté
bylo napéti zvySeno na 120 V. Po dokonceni SDS-PAGE elektroforézy byl akrylamidovy gel inkubovan
15 minut v blotovacim pufru stejné jako blotovaci nitrocelulézovd membrana. Tésné pred pouzitim
byl blotovaci pufr roziedén methanolem v poméru 20 mL methanolu a 80 mL pfipraveného
blotovaciho pufru. Inkubovand membrdana i gel byly zasazeny do blotovaci aparatury znacky Hoeffer
45 minut pti konstantnim proudu 100 mA. Po dokonéeni blotovani byla membrdna 5x promyta po
5 minutach, nejprve 2x v destilované H,O a poté 3x v PBST. Membrdna byla blokovdna 1,5h
v pokojové teploté v 5,0% odtuénéném miléce v PBST a opét promyta, tentokrat 3x v PBST po dobu
5 minut. Po promyti byla membrdana inkubovdana pres noc pfi 4°C v primarni protilatce. Dalsi den byla
membrana 5x promyta v PBST po 5 minutach a inkubovana v pokojové teploté za pomalého kyvani

1 hodinu v sekunddrni protilatce. Samotné protilatky, jejich plvod a fedéni jsou vypsany v Tabulce

24.
Nazev protilatky ‘ Viyrobce a plivodce protildtky = Redéni protilatky
Primarni protilatka proti Origene, mys 1:500
mGFP
Primarni protilatka proti B- Cell signaling, mys 1:1000
actinu
Sekundarni protilatka proti Bethyl, kralik 1:7000
mysi protilatce

Tabulka 24: Pouzité primdrni a sekunddrni protildtky pro imunodetekci na membradné, protildtky byly redény
v 1% mléce v PBST s 0,1% NaNs.

Proteiny na membrané byly vizualizovdany nanesenim substratu ,Supersignal West Pico PLUS
Chemiluminescent Substrate” od znacky Thermofisher po smichani obou sloZek, stabilniho peroxidu i
Luminolu/Enhanceru, v poméru 1:1. Vizualizace probéhla na snimacim pfistroji ChemiDoc PM od

znacky Biorad.

39



4.10 Statisticka analyza

Statisticka analyza a vysledné grafy ziskanych vysledk( byly provadény v programu GraphPad

a Microsoft Excel. Jako statisticky test byl zvolen nepdarovy Studentliv t-test, jednovybérovy
s predpokladdanym normalnim rozdélenim dat. Vysledky byly vyjadfeny jednak v pmol uratu
transportovaného do cytoplazmy bunék linie HEK293A vyuzitych pro funkéni studii na mg celkového
proteinu za minutu v jednotlivych opakovanich, tak i jako procentudlni zména transportni funkce
alelické a mutované varianté proteinu vi¢i WT varianté proteinu (WT=100,0%) kvUli rozdilnym
hladindm prenosu urdtu mezi jednotlivymi opakovanimi. Pro vSechna méreni byla stanovena
smérodatnd odchylka (S.D., standard deviation), kterd byla vynesena do grafu pomoci chybovych
usecek. Studentovym t-testem byla vypoctena p hodnota. Tato p hodnota byla oznacena podle dané
hladiny vyznamnosti jako *p < 0,05, **p < 0,01 a ***p < 0,001. V pripadé procent pak *=p<5% , **=
p<1% a ***=p <0,1%. U kazdé alelické a mutované varianty byla provedena minimalné 3 nezavisla
opakovani, u porovnavacich experimentld v HBSS pufru bez glukdzy, KRP pufru a bezglukézovém

pufru bylo provedeno 1 opakovani.
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5  Vysledky

5.1 Vybér lokalizaChich motivl k oligonukleotidem Fizené
mutagenezi

Pro studium lokalizaénich motivi byly vybrany dva dileucinové motivy (33LL34, 12LG14L)
nachazejici se vrozdilném N-konci dlouhé varianty proteinu GLUT9 jako potencionalni motivy
zodpovédné za lokalizaci této varianty proteinu na bazolaterdlni membranu polarizovanych bunék.
Protoze pro lokalizaci proteinu na pfisluSnou membranu je ¢asto zapotrebi pritomnost vice blizkych
lokaliza¢nich motiv(, byl také vybran typicky tyrosinovy motiv YIKA (84YIKA87) nachazejici se jiz

mimo odlisny N-konec. Jednotlivé ndmi vytipované motivy jsou bliZe ptiblizeny v kapitole 6 v Diskuzi.

L
GLUTIL; 540 AK I\LQRKQHRNSKE|LGL VPLTDDTSHAGPPGPGRALL FCD-HLRSGVPGGRRRKDWSCSLLVASLAGAFGSSFELYGYNLSVVNAPTHYIKAF YNE
GLUTY9S; 512AK - ---mmmmmmmmmm oo MKLSKKDRGEDEESDSAKKKLDWSCSLLVASLAGAFGSSFLYGYNLSVVNAPTPYIKAFYNE
_— g

Obr.11: Rozdilné N-konce dlouhé (GLUTIL) a kratké (GLUTIS) varianty proteinu GLUT9 a vytipované lokalizacni
motivy: 12LGL14 (Zluté), 33LL34 (modre), 84YIKA87 (zelené).

Jak jiz bylo uvedeno v teoretickém uvodu, tyto potenciondlni lokalizacni motivy jsou motivy
kanonické a jsou konzervované i napfi¢ dalSimi blizSimi i vzdalenéjsimi Zivocichy sdilejicimi protein
GLUT9, coz byl dalsi dlivod vybrani téchto lokalizacnich motivl. Ndzorné jsou tyto motivy zobrazeny
u Clovéka a dalsich vybranych Zivocichl na Obr.11 a Obr.12. Pro tyto potencionalni lokalizacni motivy
byly vytvofeny mutované varianty kddujici sekvence genu GLUTIL s delecemi téchto motivi a dale
byly tyto varianty testovany ve funkénich studiich s *C radioaktivné znaéenym urdtem, pro potvrzeni

exprese byly vytvoreny Western bloty a mikroskopické preparaty.

Xenopus laevis MVVQWLLGWIRELSARSLYV-----=-=-----aoz-z LHVLVWVPLGILVYSRQNLTF | SLLAVSLLSSLGSSMLYGYNLAVVNAPSEYIKSFYNVTWNERYGQPLAQSPLTLMYSLTV
Bos taurus =~ c--eeeeeemeeeoo- MGSASLS- - - -H-SNPGPH- - - - ERAHPRTVMQGRRRRKDWSC | SLIVASLVGAFGSSFLYGYNLSVVNAPTRYIKAF YNESWERRHGHPIDSDTLTLLWSVTY
Sus scrofa c--eeeeoo--- MDSRELSSALLMHGLSHPRPP - - - = === = = === == = == EGRRH- - - -R | QIILVSVVGAFGSSFLYGYNLSVVNAPTRYIKAFYNESWERRYGRATIDPDTLTLLWSVTV
Homo sapiens ~ ------ MARKQNRNSKELGLVPLTDDTSHAGPPGPGRALLECDHLRSGVPGGRRRKDWSC | SLLVASLAGAFGSSFLYGYNLSVVNAPTRYIKAFYNESWERRHGRPIDPDTLTLLWSVTV
Pongo abeleii ~ ------ MARKQNRNSKELGLAPLADDTSHAGPPGPGRALLECDHLRSGLPDGRRRKDWSC | SLLVASLAGAFGSSFLYGYNLSVVNAPTRYIKAFYNESWERRHGRPIDPDTLTLLWSVTV
Mus musculus  ------------ MDSRELALASLMCDTG- - - --GPGELS-------- VGHQQRRTKKWSF | SLVVAALVGAFGSSFLYGYNLSVVNAPTRYIKAFYNGTWYRRHGQPIDPDTLTLLWSVTV
Rattus norvegicus -----------=-===============----- ETG-enmescanscnnssannanns L | TRDSGKNKETFGSSFLYGYNLSVVNAPTRYIKAFYNE TWYRRHGQPIDPDTLTLLWSVTV

Obr.12: Priklady ndami vytipovanych lokalizacnich motivi proteinu GLUTIL: dileucinovy LGL (riZové), dileucinovy
LL (zelené) a tyrosinovy YIKA (oranZové) u ¢lovéka a nékolika vybranych Zivocichi Xenopus laevis (drdapatka
vodni), Bos taurus (tur domdci), Sus scrofa (prase divoké), Pongo abeleii (orangutan sumatersky), Mus musculus
(mys domdci) a Rattus norvegicus (potkan obecny).

5.2 Funkcni studie

Funkéni studie v této diplomové praci byly provedeny na bunécné linii HEK293A po transientni

transfekci prisluSnym WT genem pro protein ¢i jeho mutovanou variantou. Funkéni studie byly
provedeny po 48h po této transientni transfekci podle kapitoly 4.7. V téchto funkénich studiich je
zkouman prenos uratu z bunék ven ve sméru efluxu. Jako negativni kontrola byly pouZity buriky, kde
misto plasmidd s konkrétnim genem byla pfidana dH,O, a které podléhaly stejnému postupu

a podminkdam jako jiné vzorky téchto studii. Pro kazdou z varianta byla provedena celkem 3 nezavisla
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opakovani (n=3) v technickych triplikatech, vyjma funkénich studii v kapitole 5.8.3 (odliSnosti jsou

uvedeny v dané kapitole).

V uvedenych tabulkach (Tabulky 25, 27, 29, 31, 33 a 35) je vidy uveden nazev vzorku, Cislo
opakovani, CPM (counts per minute; pocet zableskl za minutu) namérené Scintilaénim pocitacem,
vypoctené DPM (desintegration per minute, rozpady za minutu), mnozstvi proteinu zmérené
Bradfordovou reakci podle kapitoly 4.8, prlmérny uptake urdtu danou variantou v prabéhu
opakovani (v pmol/mg.min), smérodatna odchylka (S.D., standard deviation) a vysledek statistického
Studentova t-testu. Student(lv t-test byl provadén mezi mnoZinou dat predstavujicich uptake WT
proteinem a danou alelickou/mutovanou variantou. DPM, neboli polet rozpadd jader '*C izotopu za
dobu 1 minuty, bylo vypocteno zvlast pro kazdou funkéni studii s pfihlédnutim k pfirozenému
radioaktivnimu pozadi. Z referencnich vzorkl aktivniho urdtu zndmé aktivity byla provedena korekce
zhaseni. Pro danou koncentraci urdtu jsme stanovili, Ze 1 pmol *C izotopu odpovidd 129 rozpadim
za minutu (DPM). Uptake uratu/kyseliny mocové byl vztazeny na mg celkovych protein( vzorku za
dobu 1 minuty. Vyjadren je tedy v pmol/mg.min. Pro jednotlivé funkéni studie byly vytvoreny grafy
zobrazujici uptake uradtu v pmol/mg.min pro jednotlivd opakovani podle zobrazenych tabulek.
Nevyplnéna mista v tabulkach znadi vzorky, kdy aktivita v daném vzorku byla na dUrovni pozadi a tato
data nebyla dale zahrnuta. Dédle pro kazdou variantu byly vytvoreny grafy s procentualni zménou
transportni funkce vici WT varianté proteinu, kde WT je roven 100%. Uvedena jsou zde procenta pro
jednotlivd nezdvisla opakovani ataké primeérné zmény transportu. Procenta zmény transportni
funkce variant transportéru byla vypoctena podle rovnice:

_ MOCK — VARIANTA
VST MOCK —WT

x 100[%]

Rovnice oznacuje zménu transportni funkce transportéru pro jednotlivd opakovani vici WT

proteinu (WT=100%), kde jsou uvedeny uptaky v pmol/mg.min pro MOCK, variantu i WT.

Funkéni studie byly provedeny na alelické varianté GLUTIL V114L, GLUT9S V114L (V85L), po deleci
vytipovanych lokaliza¢nich sekvenci LL, LGL a YIKA a nakonec i v rozdilnych inkubacnich pufrech za

stejnych podminek u vsech funkénich studii.

5.2.1 Funkéni studie alelické varianty V114L/V85L

Pro funkéni studie alelické varianty V114L, ktera u kratké izoformy GLUT9 odpovidd pozici V85L,

byla provedena oligonukleotidem fizena mutageneze za Gcelem zamény valinu za leucin na pozici 114
u dlouhé varianty a téhoZ valinu za leucin na pozici 85 u kratké varianty. Témito funkénimi studiemi
byla otestovana zména schopnosti prenosu uratu ve sméru efluxu neboli zbunék ven do

extracelularniho prostredi na bunécné linii HEK293A vici divokym (WT) variantam proteinu GLUT9.
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Celkem jsme testovali pét skupin: MOCK (Negativni kontrola/NK, buriky transfekované dH,0),
GLUTIL WT, GLUT9S WT a nase mutované varianty V114L u L (dlouhé) i S (kratké) varianty v prostredi
2 odlisnych pufrG: HBSS (v Kapitole 5.8.1.1) a Depolariza¢niho HBSS (v Kapitole 5.8.1.2). U kazdé

varianty v kazdém prostredi byla provedena 3 nezavisla opakovani.

5.2.1.1 Varianta GLUT9L V114L a GLUT9S V85L/V114L v HBSS

pufru
Vysledky pro alelické varianty V114L pro dlouhou i kratkou variantu proteinu GLUT9 v HBSS pufru

jsou uvedeny v Tabulce 25 na dalsi strané. Vysledky jsou zobrazeny na Grafu 1 pro alelickou variantu
GLUTIL V114L dlouhé izoformy a na Grafu 2 pro alelickou variantu GLUT9S V114L (85L) kratké
varianty proteinu. Vzhledem k odliSnym absolutnim hladindm cytoplazmatické koncentrace uratu
v jednotlivych nezdvislych opakovanich byl pro dokresleni situace vytvoren i graf pro relativni zménu
transportni schopnosti uratu uvedeny v procentech oproti WT proteinu, kdy hodnoté
cytoplazmatické koncentrace pfi transfekci WT variantou byla prfifazena hodnota 100,0 % (Graf 3

vytvoreny podle Tabulky 26).
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Varianta GLUT9L V114L v HBSS pufru

Pocet MnoZstvi Uptake
opakovani DPM proteinu (omol/mg.min)
(ng/mL) '
529 1186,4
1. 581 1308,3 | 204 2,2139 0,2193
460 1024,6
1110 1193,4
NK 2. 1165 12544 | 372,3 1,23598 0,04918
1060 1137,9
1741 3217,8
3. 1779 3288,8 | 382,5 3,4088 0,19208
1974 3653,4
308 363,4
1. 178 457,2 248,5 0,87179 0,19748
218 808,9
601 628,8
GLUTIL | 2. 534 554,5 401 0,55193 0,00639
522 541,2
469 839,5
3. 382 676,8 302 0,9582 0,03933
415 738,5
616 1390,3
1. 413 914,4 339 1,05711 0,01864
427 947,2
634 665,4
\G/;JIE’L 2. 848 | o028 | 3935 |0,7339 0,105839
649 682,1
484 867,5
3. 461 824,5 272 1,19797 0,02486
473 847
Varianta GLUT9S V114L v HBSS pufru
Pocet . Mnoz§tV| Uptake
opakovani proteinu (omol/mg.min)
(ng/mlL)
617 811,3
1. 637 839,1 2443 1,25811 0,06247
569 744,6
827 1163,4
NK 2. 918 1294,8 | 301 1,53669 0,0849
815 1146,1
908 1052,4
3. 708 811,9 304 1,15561 0,12925
759 873,2
330 412,6
1. 234 279,2 416 0,3664 0,07929
283 486,2
326 440,2
GLUT9S | 2. 360 489,3 252,75 0,752 0,06927
403 551,4
560 651,9
3. 456 366,8 397 0,4646 0,12025
490 418,6
345 433,4
1. 299 369,5 209 0,70717 0,06642
284 348,7
446 613,5
Siﬂfs 2. 279 | es11 | 263 1,01354 0,11755
577 802,5
575 651,9
3. 338 366,8 231 0,7309 0,1136
381 418,6

Tabulka 25: Vysledky funkénich studii aktivity **C zna&eného urdtu pro GLUTIL alelickou variantu V114L a pro
GLUT9S alelickou variantu V114L (V85L) v HBSS inkubacnim pufru.
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Graf 1: Cytoplazmatickd koncentrace urdtu v jednotlivych opakovdni u MOCK, WT (GLUT9L) a alelické varianty
GLUTIL V114L; Inkubace 20 min v 30 uM urdtu; jednotky uvedeny v pmol/mg.min; smérodatné odchylky
vypocitdny z triplikati v kazdém opakovadni; nad kaZzdym sloupcem jsou uvedeny prumérné hodnoty uptake.

1,60
1,40
1,20

1,00

Primér
Uptake pmol/mg.min

0,80
0,60
0,40
0,20

0,71

1. opakovani

OMOCK @OGLUTSS 0OV114L/v85L

1,54

5

0,75

2. opakovéni

3. opakovani

Graf 2: Cytoplazmatickda koncentrace v jednotlivych opakovani u MOCK, WT (GLUT9S) a alelické varianty
GLUT9S V1141 /V85L; Inkubace 20 min v 30 uM urdtu; jednotky uvedeny v pmol/mg.min; smérodatné odchylky
vypocitany z triplikati v kazdém opakovadni; nad kaZdym sloupcem jsou uvedeny priimérné hodnoty uptake.
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GLUTIL Primérna zména u Prvni Druhé Treti Studentuyv t-test
GLUTIL V114L opakovani opakovani opakovani
Procenta 100% 83,27% 86,19% 73,40% 90,22% *p=0,0404
S.D. 16% 6% 2% 1% 2% (WT:Primérna
Zména)
GLUT9S Primérna zména u Prvni Druhé Treti Studentiyv t-test
GLUT9S V114L opakovani opakovani opakovani
Procenta 100% 63,31% 61,78% 66,67% 61,46% **p=0,001051
S.D 20% 2% 9% 3% 6% (WT:Primérna
Zména)

Tabulka 26: Relativni hodnoty transportu 14C urdtu v procentech pro varianty V114L (V85L) pro GLUTIL i
GLUT9S v HBSS pufru, kde WT=100 %; uvedena také priumérnd hodnota ze vsech opakovdni a proveden
Studentav t-test; uvedeny i jednotlivd opakovdni a vypocitané smérodatné odchylky.

*
120%

90,22%

10Dp%
100%
86,19%
83,279 ¢
27% T ]
80% 73,40%
——
60%
40%
20%
0%
WT

Primérna 1. opakovani 2.opakovani 3. opakovani
zména

Relativni transport 14C uratu (v %)

120%
= 110% Lob
~ 0
2 100%
“©
5 90%
Q
S 80%
- 66,67%
g 70% 63,31% 61,78% I 0 61.46%
2 60%
©
S 50%
S 40%
©
o 30%
[

20%

WT Primérna = 1.opakovani 2. opakovani 3. opakovani

zména

Graf 3: Relativni procentudlIni zména uptaku urdtu v pruméru a v jednotlivych nezavislych opakovdnich oproti
WT proteinu (WT=100%) u variant GLUTIL V114L (A) a GLUT9S V114L/V85L (B) v HBSS pufru; uvedena je
primérnd zména v % ze vsech opakovadni i tdaje pro jednotliva opakovani, n=3; * p <0,05, ** p <0,01, *** p
<0,001.

Graf 3 uvadi snizeni transportni kapacity uratu v procentech oproti WT. Pokud byla WT varianta

proteinu mutovana uvedenou alelickou variantou, doslo k signifikantnimu snizeni jeji transportni
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funkce vtomto sméru. U alelické varianty V114L u dlouhé izoformy proteinu v priiméru doslo
o snizeni transportni funkce na 83,27 % (resp. o 16,73 %) sp hodnotou rovnajici se 0,0404
odpovidajici oznaceni * oproti WT varianté GLUTIL, kde WT varianté proteinu je pridélena hodnota
100 %. U téze alelické varianty kratké izoformy proteinu GLUT9S doslo ke snizeni funkce transportéru
na 63,31 % (resp. 0 36,69 %) s p hodnotou rovnajici se 0,001051 s oznacenim ** oproti WT GLUT9S,
kde WT je roven 100 %.

5.2.1.2 Varianta GLUT9L V114L a GLUT9S V114L/V85L v HBSS
depolarizacnim pufru

Po provedeni funkénich studii v HBSS pufru jsme pfistoupili k funkénim studiim téze problematiky
v pufru depolarizacnim HBSS pufru, ktery navozuje depolarizaci membrany bunék. Tyto funkéni
studie v jiném pufru byly provedeny na zakladé hypotézy, ze se jedna o napétoveé zavisly transportér
se zvySenou funkci pfi depolarizaci membrany. Tyto studie byly také provedeny pro porovnani
obdobnych trendl a vysledkd mezi jednotlivymi inkubaénimi pufry. Kromé vymény pufru probihaly
tyto funkdni studie za zcela stejnych podminek: 15 min preinkubace v inkubacnim pufru, 20 min
inkubace v radioaktivné znaceném uratu ve findlni koncentraci 30 uM uratu. Vysledky funkcnich
studii v depolariza¢nim inkubacnim HBSS pufru jsou uvedeny v Tabulce 27 a vysledky jednotlivych
opakovani jsou dale interpretovany v Grafech 4 a 5. Také byla vytvorena tabulka a graf v procentech
kvlli rozdilnym hladindm jednotlivych nezavislych opakovani pro dané alelické varianty (Tabulka 28,

Graf 6).
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Varianta GLUTIL V114L v HBSS depolarizacnim pufru
MnozZstvi

Pocet . Uptake
opakovani proteinu (pmol/mg.min)
(ng/mL)
5679 13261,1
1. 5962 13924,6 358 14,614 0,35678
7660 17905,7
1878 8666,3
NK 2. 6702 7395,3 301 10,1764 0,26315
7073 7806,8
10563 19712,3
3. 11246 20989,4 449 17,4915 0,21162
10982 20495,8
1. 1859 4304,7 239,5 7,409817 0,489968
2119 4914,3
2630 2879,2
GLUTIL 2. 3026 3318,3 299 4,1276 0,30192
3117 3419,3
2751 5106,2
3. 2441 4526,6 300,5 6,25536 0,32594
2702 5014,6
3916 9127,5
1. 1904 4410,2 193,5 9,16199 0,38719
2070 4799,4
4829 5318
S;ﬂf L 2. 3608 3963,3 243 6,855905 1,123029
3370 3699,9
4983 9279,4
3. 3482 6472,9 310,5 9,539867 1,456142
3940 7329,3
Varianta GLUT9S V114L (V85L) v depolarizacnim HBSS pufru
Pocet Mnoz§tV| Uptake
opakovani proteinu (pmol/mg.min)
(ng/mL)
5557 7674,1
1. 4299 5926,5 304 8,61221 1,10666
247 297,3
9214 13269,4
NK 2. 7996 11511,3 407,3 11,7543 0,68107
8698 12524,6
3. 5517 6595,9 289,75 9,345856 0,581719
6245 7471,5
1001 1344,8
1. 666 879,4 241 1,89825 0,34892
998 1340,6
1430 2033,8
GLUT9S 2. 297 2,43477 0,20114
1215 1723,5
2962 3522,8
3. 3176 37780,2 370,5 3,69071 0,18288
2820 3352,1
942 1262,8
1. 1364 1849,1 219 2,657175 0,435028
1057 1422,6
2880 4126,8
Si’lﬁ’ /SVSSL 2. 2267 3241,9 261 5,43477 0,6526
650 907,9
3957 4719,6
3. 3113 3704,5 291 5,22465 0,73673
2879 3423

Tabulka 27: Vysledky funkénich studii aktivity **C znaéeného urdtu pro GLUTIL alelickou variantu V114L a pro
GLUT9S alelickou variantu V114L (V85L) v inkubacnim depolarizacnim HBSS pufru.
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Graf 4: Cytoplazmaticka koncentrace urdtu v jednotlivych opakovdni u MOCK, WT (GLUT9L) a alelické varianty
GLUTYL V114L v depolarizaénim HBSS pufru; Inkubace 20 min v 30 uM urdtu; jednotky uvedeny v pmol/mg.min;
smeérodatné odchylky vypocitany z triplikati v kaZzdém opakovdni; nad kaZzddm sloupcem jsou uvedeny

prumérné hodnoty uptake.
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Graf 5: Uptake urdtu v jednotlivych opakovdni u MOCK, WT (GLUT9S) a alelické varianty GLUT9S V114L (V85L)
v depolariza¢nim HBSS pufru; inkubace 20 min v 30 uM urdtu; jednotky uvedeny v pmol/mg.min; smérodatné
odchylky vypocitdny z triplikdti v kaZzdém opakovani.
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GLUTIL Primérna zména u Prvni Druhé Treti Studentdyv t-test
GLUTIL V114L opakovani opakovani opakovani
Procenta 100% 67,11% 75,68% 54,90% 70,77% *p=0,01725
Smérodatna 14% 9% 4% 25% 15% (WT:Primérna
odchylka Zména)
GLUT9S Primérna zména u Prvni Druhé Treti Studentdyv t-test
GLUT9S V114L/V85L opakovani opakovani opakovani
Procenta 100% 81,67% 88,70% 83,44% 72,88% *p=0,03228
Smérodatna 12% 7% 16% 12% 14% (WT:Primérna
odchylka Zména)

Tabulka 28: Relativni hodnoty transportu 14C urdtu v % pro varianty V114L (V85L) pro GLUTIL i GLUT9S v HBSS
depolarizacénim pufru, kde WT=100 %; uvedena také primérnd zména ze vsech opakovdni a proveden Studentiv
t.test; uvedeny i jednotlivd opakovdni a vypocitané smérodatné odchylky.
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Graf 6: Relativni procentudini zména uptaku urdtu v priméru a v jednotlivych nezdvislych opakovdnich oproti
WT proteinu (WT=100%) u variant GLUTIL V114L (A) a GLUT9S V114L/V85L (B) v depolarizacnim HBSS pufru;
uvedena je prumérnd zména v % ze vsech opakovani i udaje pro jednotlivd opakovdni, n=3; * p <0,05, ** p
<0,01, *** p <0,001.

U alelické varianty GLUTIL V114L v depolarizaénim HBSS pufru doslo ke sniZzeni transportni funkce

ve sméru efluxu dlouhé izoformy transportéru v priiméru na 67,11 % (resp. o 32,89 %) s p hodnotou
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odpovidajici 0,01725 s oznacenim *. U téze alelické varianty u kratké varianty doslo v priméru
o snhizeni transportni funkce na 81,67 % (resp. o 18,33 %) s p hodnotou rovnajici se 0,03228 taktéz
s oznacenim *. Tato primérnd snizeni transportni funkce jsou vztazena oproti divokym (WT)

variantam proteinim, kterym je pfidélena hodnota 100 %.
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Graf 7: Srovndni primérnych zmén transportu alelickych variant GLUTIL V114L a GLUT9S V114L/V85L
v relativnim transportu C zna&eného urdtu v %, kde WT=100% v HBSS a HBSS depolarizaénim pufru; HBSS pufr
znacen modre, HBSS depolarizacni pufr znacen zelené; smérodatné odchylky, primérnd zména transportu
urdtu; *=P<5%, **=P<1% a ***=P <-0,1%.

Pro porovnani s vysledky v inkubaénim HBSS pufru byly provedeny i funkéni studie s **C znaéenym
urdtem v depolariza¢nim HBSS pufru, protoze GLUT9 samotny je napétové zavislym transportérem.
Po depolarizaci membrany bunék dochazi k uptaku uratu ve vyssich hladinach (priimérné jsou
hodnoty cytoplazmatické koncentrace asi 3,5-krat vyssi), pravdépodobné tak probiha s vyssi rychlosti
transportu oproti experimentim v pufru, ktery nezplsobuje depolarizaci membrany. A¢ transport
probihd ve vyssich hladindch, pro nasi studii byl stale dalezity transport alelickych variant proti
divokym variantam proteinu. U dlouhé WT izoformy GLUTIL a alelické varianty GLUTIL V114L bylo
pozorovano sniZeni schopnosti transportu ve sméru efluxu o 16,73 % v HBSS pufru a o 32,89 %
v depolarizaénim HBSS pufru.-U kratké WT varianty GLUT9S a alelické varianty GLUT9S V114L/V85L
bylo pozorovano snizeni eflukéni funkce alelické varianty v HBSS pufru o 36,69 % a v depolarizacnim

HBSS pufru o 18,33 %.

5.2.2 Funkéni studie vytipovanych lokaliza¢nich sekvenci

V téchto funkénich studiich byl zkoumdam vliv delece vytipovanych potencionalnich lokalizacnich
motivl dlouhé izoformy proteinu GLUTIL na zménu prenosu uratu opét ve sméru efluxu z bunék ven.
Jedna se o dva dileucinové motivy, LL (33LL34) a LGL (12LGL14), nachazejici se v odlisSném N-konci

dlouhé varianty a tyrosinovy motiv YIKA (84YIKA87) nachazejici se v bezprostredni blizkosti odliSného
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N-konce dlouhé izoformy proteinu. | tyto funkéni studie byly provedeny na bunécné linii HEK293A.
Pro tyto funkéni studie bylo zvoleno 5 riznych variant: NK/MOCK, GLUT9L WT, GLUTOL LL, GLUT9L
LGL a GLUTIL YIKA v HBSS pufru, kde LL, LGL a YIKA znadi deletovanou sekvenci proteinu. Jako
negativni kontrola byly pouzity bunky transfekované dH,O namisto plazmidu nesouciho kédujici
sekvenci ve stejném pufru. Podminky i pro tyto funkéni studie byly zcela shodné jako pro funkéni
studie predeslé. U jednotlivych variant jsou jednotlivé hodnoty vyneseny do Tabulek 29, 31 a 33
s namérenymi hodnotami CPM, DPM, mnoiZstvim proteinu, prdmérnym uptakem a smérodatnou

odchylkou mezi jednotlivymi triplikaty daného opakovani.

5.2.2.1 Funkéni studie varianty GLUTOL LL

Prvni zkoumanou vytipovanou lokaliza¢ni sekvenci byl dileucinovy motiv LL (33LL34) v rozdilném

N-konci dlouhé izoformy proteinu GLUT9. Jednotlivé naméiené a vypoctené hodnoty jsou vyneseny
do Tabulky 29 a relativni hodnoty v procentech pak v Tabulce 30. Z uvedenych tabulek vychazeji grafy

pro jednotliva opakovani (Graf 8) a také graf pro relativni transport uratu v procentech (Graf 9).

Mnozstvi

Pocet ; Uptake
opakovani proteinu (pmol/mg.min)
(ng/mlL)
1110 1193,4
1. 1165 1254,4 372,3 1,23598 0,04918
1060 1137,9
1741 3217,8
NK 2. 1779 3288,8 382,5 3,4088 0,19208
1974 3653,4
617 811,3
3. 637 839,1 2443 1,25814 0,06247
569 744,6
601 628,8
1. 534 554,5 401 0,55193 0,00639
522 541,2
469 839,5
GLUTIL 2. 382 676,8 368 0,78634 0,03228
415 738,5
301 372,3
3. 247 297,3 351 0,37333 0,02971
286 351,5
638 669,9
1. 774 820,7 334 0,88765 0,08166
773 819,6
610 1103,1
GLUTILLL | 2. 577 1041,4 241 1,59997 0,1648
480 860,1
443 569,6
3. 460 593,2 392,75 0,56198 0,01468
434 557,1

Tabulka 29: Vysledky funkénich studii aktivity *C zna&eného urdtu pro GLUTIL pro deleci motivu LL v HBSS
inkubacnim pufru.
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Graf 8: Prenos urdtu v jednotlivych opakovdni pro GLUTIL a pro GLUTIL s deletovanym motivem LL (33LL34);
Inkubace 20 min v 30 uM urdtu; jednotky uvedeny v pmol/mg.min; smérodatné odchylky vypocitdany z triplikatua
v kazdém opakovdni.

GLUTIL Primérna zména u Prvni Druhé Treti Studentdyv t-test
GLUTIL LL opakovani opakovani opakovani
Procenta 100% 66,19% 50,92% 68,97% 78,68% p=0,053284
Smérodatna 8% 12% 9% 3% 3% (WT:Primérna zména)
odchylka

Tabulka 30: Relativni hodnoty transportu 4C urdtu v procentech ve varianté s deleci dileucinového motivu LL
(33LL34), kde WT=100%; uvedena také primérnd zména ze vsech opakovdni a proveden Studentdv t.test;
uvedeny i jednotlivd opakovdni a vypocitané smérodatné odchylky.
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Graf 9: Relativni procentudlIni zména uptaku urdtu v priméru a v jednotlivych nezavislych opakovdnich oproti
WT proteinu (WT=100 %) pro GLUTIL s deletovanym motivem LL (33LL34); Uvedena je priimérnd zména v % ze
vSech opakovdni i udaje pro jednotliva opakovdni, n=3; * p <5%, ** p <1%, *** p <0,1%.
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Po mutaci dileucinového motivu LL bylo naméreno primérné snizeni schopnosti pfenosu dlouhé
varianty GLUTIL na 67,19 % vici WT varianté této dlouhé izoformy, respektive ke snizeni transportni

funkce oproti WT varianté o 33,81 %, proteinu s p hodnotou rovnajici se 0,053284.

5.2.2.2 Funkéni studie varianty GLUTIOL LGL

Dalsim motivem je méné casty dileucinovy motiv LGL (12LGL14), ktery obsahuje mimo dva leuciny

i hydrofobni glycin uprostfed tohoto motivu. | tento vytipovany motiv se nachazi v rozdilném N-konci
dlouhé izoformy proteinu GLUT9 na pozici 12-14. Jednotlivé naméfené a vypoctené hodnoty jsou
vypsany do Tabulky 31, relativni hodnoty v procentech pak v Tabulce 32. Z uvedenych tabulek
vychazeji obdobné grafy jako u pfedeslého dileucinového motiv a to Graf 10 pro jednotliva opakovani

a také Graf 11 pro relativni transport uratu v procentech.

Pocet Mnoz.stw Uptake
opakovani proteinu (pmol/mg.min)
(ng/mL)
529 1186,4
1. 581 1308,3 204 2,2139 0,2193
460 1024,6
1110 1193,4
NK 2. 1165 1254,4 372,3 1,23598 0,04918
1060 1137,9
1741 3217,8
3. 1779 3288,8 382,5 3,4088 0,19208
1974 3653,4
308 668,2
1. 178 363,4 248,5 0,87179 0,19748
218 457,2
601 628,8
GLUTIL 2. 534 554,5 401 0,55193 0,00639
522 541,2
469 839,5
3. 382 676,8 368 0,78634 0,03228
415 738,5
385 848,7
1. 415 919,1 302 1,13282 0,03757
406 898
455 466,9
‘LsG“LJTS’L 2. 548 570,1 309,5 0,65256 0,5347
518 536,8
637 1153,6
3. 298 1,44451 0,0459
599 1082,6

Tabulka 31: Vysledky funké&nich studii aktivity **C zna&eného urdtu pro GLUTIL pro deleci motivu LGL v HBSS
inkubacnim pufru.
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Graf 10: Prenos urdtu v jednotlivych opakovani pro GLUTIL a pro GLUTIL s deletovanym motivem LGL
(12LGL14); Inkubace 20 min v 30 uM urdtu; jednotky uvedeny v pmol/mg.min; smérodatné odchylky vypocitany
z triplikatd v kazdém opakovani.

GLUTIL Primérna zména u Prvni Druhé Treti Studentiv t.test
GLUTIL LGL opakovani opakovani opakovani
Procenta 100% 80,25% 80,55% 85,29% 74,90% *p=0,011165
Smérodatna 12% 4% 3% 8% 4% (WT:Primérna
odchylka Zména)

Tabulka 32: Relativni hodnoty transportu *4C urdtu v % pro deleci dileucinového motivu LGL, kde WT=100 %;
uvedena také prumérnd zména ze vsech opakovdni a proveden Studentdiv t.test; uvedeny i jednotlivd opakovdni
a vypocitané smérodatné odchylky.
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Graf 11 : Relativni procentudlIni zména uptaku urdtu v priméru a v jednotlivych nezdvislych opakovdnich oproti
WT proteinu (WT=100 %) pro GLUTIL s deletovanym motivem LGL (12LGL14); uvedena je primérnd zména v %
ze vSech opakovdni i udaje pro jednotlivad opakovadni, n=3; * p <5%, ** p <1%, *** p <0,1%.

Po vytvoreni mutované varianty s deleci dileucinového motivu LGL bylo v nasich experimentech

naméreno primérné sniZzeni transportni funkce ve sméru efluxu na 80,65 % vic¢i WT varianté
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proteinu (resp. snizeni transportni funkce o 11,75 %) s p hodnotou 0,011165 oznadenou v Grafu 11

jako *.

5.2.2.3 Funkéni studie varianty GLUTIL YIKA

Jako posledni potencionalni lokalizacni motiv byla studovdna delece tyrosinového motivu YIKA

(84YIKA87) nachazejici se v tésné blizkosti odliSného N-konce dlouhé varianty. VSechny experimenty
a opakovani probihaly za shodnych podminek jako u predchozich studii. Tabulka 33 zobrazuje
namérené a vypoctené hodnoty jednotlivych opakovani, které jsou zobrazeny v Grafu 12. Tabulka 34

obsahuje vypoctené relativni hodnoty transportu uratu v procentech. Tyto hodnoty jsou vyneseny do

Grafu 13.
Pocet Mnoz.stw Uptake
opakovani proteinu (pmol/mg.min)
(ng/mL)
529 1186,4
1. 581 1308,3 204 2,2139 0,2193
460 1024,6
1110 1193,4
NK 2. 1165 1254,4 372,3 1,2359 0,04918
1060 1137,9
1741 3217,8
3. 1779 3288,8 382,5 3,4088 0,19208
1974 3653,4
308 668,2
1. 178 363,4 248,5 0,87179 0,19748
218 457,2
601 628,8
GLUTIL 2. 534 554,5 401 0,55193 0,00639
522 541,2
469 839,5
3. 382 676,8 368 0,78634 0,03933
415 738,5
569 1280,2
1. 510 1141,8 264,75 1,81273 0,12786
585 1317,7
817 865,1
slili\TgL 2. 832 835 342 1,09661 0,158
1091 1172,3
670 1215,3
3. 226 2,06396 0,00637
666 1207,8

Tabulka 33: Vysledky funkénich studii aktivity 1*C znacéeného urdtu pro GLUTIL pro deleci motivu YIKA v HBSS
inkubacnim pufru.
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Graf 12: Prenos urdtu v jednotlivych opakovadni pro GLUTIL a pro GLUT9 s deletovanym motivem YIKA; inkubace
20 min v 30 uM urdtu; jednotky uvedeny v pmol/mg.min; smérodatné odchylky vypocitdny z triplikati v kazdém

opakovdni.
GLUTIL Priimérna zmeéna u Prvni Druhé Treti Studentiv t.test
GLUTIL V114L opakovani opakovani opakovani
Procenta 100% 33,85% 29,89% 20,37% 51,28% *p=0,009278
Smérodatna 12% 13% 6% 5% 0,1% (WT:Primérna
odchylka Zména)

Tabulka 34: Relativni hodnoty transportu 14C urdtu v procentech ve varianté s deleci tyrosinového motivu YIKA,
kde WT=100 %; uvedena také primérnd zména ze vsech opakovdni a proveden Studentav t.test; uvedeny i
jednotlivd opakovdni a vypocitané smérodatné odchylky.
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Graf 13: Relativni procentudlni zména uptaku urdtu v priiméru a v jednotlivych nezdvislych opakovdnich oproti
WT proteinu (WT=100 %) pro GLUTIL s deletovanym motivem YIKA (84YIKA87); uvedena je primérnd zména v
% ze vsech opakovdni i tdaje pro jednotliva opakovadni, n=3; * p <5%, ** p <1%, *** p <0,1%.

Podle namérenych vysledk(l nejvétsi vliv na zménu schopnosti prenaset urat z bunék ven méla

delece motivu YIKA (84YIKA87). Podle nasich vysledkd na modelu bunécné linie HEK293A doslo po

57




deleci motivu YIKA ke snizeni transportni funkce dlouhé varianty proteinu GLUT9 o 66,15 %,
respektive na 33,85 % plvodni funkcni schopnosti WT varianty proteinu GLUTIL. P hodnota pro toto

snizeni byla vypoctena na 0,009278 a v Grafu 13 oznacena jako **.

5.2.3 Funkéni studie WT GLUT9L a GLUT9S v pufru bez pfitomnosti
glukdzy, KRP pufru a bezglukézovém pufru

Funkéni studie pro znazornéni chovani obou izoforem proteinu GLUT9 v rliznych inkubacnich

pufrech s odliSnym sloZenim predevsSim pfitomnosti a nepfitomnosti glukézy byla pro kazdy
z inkubacnich pufri provedena jen jednou (n=1). Bylo testovano 5 odlisnych inkubacnich pufrd: HBSS
(ve kterém probihala i vétSina pfedchozich funkénich studii), depolariza¢ni HBSS, HBSS bez glukdzy,
KRP pufr a bezglukdzovy pufr. SloZeni jednotlivych pufrll je uvedeno v kapitole 3.2., vysledky méreni

jsou uvedeny v Tabulce 35 a vyneseny do Grafu 14.
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Pouzity MnoZstvi

. - . Uptake
inkubacni pufr mz;re;:rlj)u il Tl
HBSS pufr 1110 1193,4
NK 1165 1254,4 372,3 1,23598 0,04918
1060 1137,9
601 628,8
GLUTIL 534 554,5 401 0,55193 0,00639
522 541,2
522 596,7
GLUT9S 572 620,0 328,5 0,69 0,02776
593 562,3
HBSS 7848 11,0848
depolarizaéni NK 6702 9,4591 301 10,1764 0,26315
pufr 7073 9,9854
2630 2879,2
GLUTIL 3026 3318,3 4,1276 4,1276 0,30192
3117 3419,3
3009 3299,5
GLUT9S 3127 3430,4 4,06837 4,0684 0,16997
2827 3097,6
HBSS pufrbez | NK 872 1228,4 409,75 1,16139 0,0,2924
pritomnosti 906 1277,4
glukozy 854 1202,4
GLUTSL 589 819,9 326 0,86881 0,12876
579 805,4
424 581,7
GLUT9S 699 978,6 308,3 0,9331 0,20563
443 609,1
474 653,9
Bezglukdzovy NK 938 1088,9 428 0,98815 0,00751
pufr 955 1108,9
946 1098,1
GLUTSL 504 566,5 261,33 1,18627 0,00792
805 928,5
824 951,4
GLUT9S 833 962,2 298,5 1,22655 0,05417
861 995,9
777 894,8
KRP pufr NK 3424 4078,5 385 3,04716 0,2183
2748 3265,5
2385 2828,9
GLUTSL 961 1116,1 271 1,17217 0,02563
704 807,0
734 843,1
GLUT9S 1955 2311,7 351 2,22096 0,31464
1478 1738,0
769 885,2

Tabulka 35: Vysledky funkénich studii aktivity **C znaceného urdtu pro MOCK, GLUTIL a GLUT9S v jednotlivych
inkubacnich pufrech.
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Graf 14: Cytoplazmatickd koncentrace urdtu v rozdilnych inkubacnich pufrech pro MOCK, GLUTIL a GLUT9S; A-
HBSS pufr; B- Depolarizacni HBSS pufr; C- HBSS pufr bez glukdzy; D- KRP pufr; E- Bezglukdzovy pufr; jednotky
jsou uvedeny v pmol/mg.min; smérodatné odchylky vypocitany z triplikatd; nad kaZzdym sloupcem jsou uvedeny
primeérné hodnoty uptake.

Cytoplazmaticka koncentrace urdtu oproti kontrole vtéchto pufrech byla o 66 % u dlouhé
izoformy a o 44 % u kratké izoformy nizsi v HBSS pufru (GLUT9L/GLUT9S), o 59,5 % a 60 % nizsi
(GLUTIL/GLUT9S) v depolarizacnim HBSS pufru a 0 61,5 % a 27,2 % nizsi v KRP pufru neZ v pfipadé
negativnich kontrol vtéchto pufrech. VHBSS pufru bez glukdzy byl pozorovdan mirny vzrist
transportu oproti negativni netransfekované kontrole u dlouhé varianty proteinu GLUTIL, ale s opét

nizsi hladinou urdtu ve varianté GLUT9S o 29 % nizsi neZ u negativni kontroly. Jediné po inkubaci
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bunék v bezglukézovém pufru dosSlo k uptaku urdtu vysSimu u obou izoforem proteinu oproti

negativni kontrole.

5.3 Western blot

Kontrola pfitomnosti a mnoZstvi transfekovanych proteind byla mimo jiné zkontrolovana pomoci

Western blotu: SDS-PAGE proteinové elektroforézy, prenesenim na nitrocelulézovou membrdnu
a jejich snimanim pomoci chemiluminiscence v pfistroji ChemiDoc PM od firmy Biorad. Byla
provedena kolorimetrickd detekce pro zobrazeni markeru a chemiluminiscencéni detekce pro

zobrazeni vzorkd na membrané.

Jako primarni protilatka byla pouzita protilatka proti tagovaci znacce na C-konci proteinu mGFP
o velikosti 27-30 kDa. Velikost samotného proteinu GLUT9 je pak cca 46 kDa, predpokladand velikost
proteinu s mGFP znackou by tak méla byt 73-76 kDa, ¢emuZ odpovidaji vysledky zobrazené na
vyslednych Western blotech. Na Western blotech byl detekovan i band o mensi molekulové
hmotnosti taktéZz zobrazeny na Obr.13 odpovidajici nejspiSe neglykosylované formé proteinu. Na
membrané byly detekovany bandy o odpovidajici molekulové hmotnosti a jako nanaseci kontrola byl
pouzit CapZ pro B-actin o znamé velikosti 43 kDa. Obr. 13 je rozdélen na 2 ¢asti, jelikoz pfi tvorbé
nékolika blotli se nepodafilo mutovanou variantu GLUTIL LL spravné preblotovat na membranu
a opakované zlstaval na akrylamidovém gelu proteinové elektroforézy. Pro tuto variantu byly

vytvoreny dal$i Western bloty, jeden z nich je uveden v druhé ¢asti Obr.13.

. — _.
! 2 g £
— - —_
g2 & o 2 g2 = o5 | EB , =
£g = & & & & & & & s 3 8
70 kD2 e * " - ’ <— GlutaL/s
50 kD2 ey -
40 KD, e - —— w— . 4= CapZ

Obr.13: Western blot provedeny pro MOCK, WT izoformy proteinu (GLUTIL a GLUT9S) a jejich varianty GLUTIL
V114L, GLUT9S V85L, GLUTIOL LL, GLUTIL LGL a GLUTIL YIKA; naneseno 15 ul kaZdého vzorku; jako nandseci
kontrola byl pouZit CapZ; jako proteinovy marker byl pouZit Spectra multicolor broad range protein marker;

detekce monoklondlni protildatkou proti mGFP.

U vSech vytvorenych variant dané Western bloty potvrzuji jejich expresi v burikdch HEK293A. Mira
exprese se zda byt obdobna ve WT proteinu a variantach GLUTIL V114L, GLUTIL LL a GLUTIL YIKA.
U varianty GLUT9S V85L je tento protein exprimovan podle Western blotu v mensi mife, méné je ale
také exprimovan kontrolni CapZ, coz znaci nejspiSe obecné horsi kvalitu pripravenych vzork(, které
obsahuji nizsi celkovou koncentraci proteinu v burikdch ¢i horsi kvalitu a pocet bunék samotnych.

Jizzminéna varianty GLUT9L LL na zobrazeném western blotu nebyla opakované spravné
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preblotovdna, proto byl vytvoren jiny Western blot s odliSnhou pozici na gelu a ndsledné membrané,

kdy uz k preblotovani doslo.

5.4 Fluorescen¢ni mikroskopie

Pro dalsi potvrzeni transfekce bunék a exprese WT i mutovanych forem protein( byly vytvoreny

mikroskopické preparaty. Na tyto preparaty byly bunky transientné transfekovany pomoci PEI
jednotlivymi izoformami a variantami. Na preparatech byla také barvena jadra jednotlivych bunék
pomoci DAPI (4’,6-diamino-2-fenylindol), zobrazujici se na preparatech modre. Jelikoz se nam
podafilo preklonovat gen pro obé izoformy proteinu GLUT9 do plazmidu s mGFP znackou, byly
transfekované bunky lehce rozliSitelné pomoci této zelené se zobrazujici mGFP znacky. Negativni
kontrola (MOCK) a WT formy proteinu jsou zobrazeny na Obr.14, jednotlivé zkoumané varianty pak

na Obr.15-18.

U WT i mutovanych variant se ndm témito mikroskopickymi preparaty podatilo potvrdit jejich
alespon castecnou lokalizaci na membrané. U variant s deletovanymi vytipovanymi lokaliza¢nimi
motivy se membranovy signal zdal byt slabsi oproti WT variantam proteinl (predevsim pak varianta
delece motivu YIKA) a s viditelnéjsimi shluky signal( v cytoplazmé bunék predevsim u varianty
s deleci motivu LL. Proto se postoupilo dal k vytvoreni dalSich mikroskopickych preparat( spolecné

s barvenim protilatkami proti markeriim c¢asnych endozom a lysozom{ uvedeno v Kapitole 5.4.1.
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Obr.14: Mikroskopické prepardty 48 h po transientni transfekci pomoci PEI pro NK/MOCK (A), WT GLUTYL (B) a
WT GLUTSS (C); jadra bunék jsou znaceny modre pomoci DAPI, GLUT9 znacen zelené diky mGFP znacce
proteinu; méritko znaci 50 um.
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Obr.15: Mikroskopické prepardty 48 h po transientni transfekci pomoci PEI pro GLUTIL V114L (A) a GLUT9S V114L/V85L (B); jadra bunék jsou znaceny modie pomoci DAPI,
GLUT9 znacen zelené diky mGFP znacce proteinu; méritko znaci 50 um.
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Obr.16: Mikroskopické prepardty 48 h po transientni transfekci pomoci PEl pro 2 mikroskopické vzorky (A+B) GLUTIL LL; jadra bunék jsou znaceny modre pomoci DAPI,
GLUT9 znacen zelené diky mGFP znacce proteinu; méritko znaci 50 um.
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Obr.17: Mikroskopické prepardty 48 h po transientni transfekci pomoci PEI pro 2 mikroskopické vzorky (A+B) GLUTIL LGL; jadra bunék jsou znaceny modre pomoci DAPI,
GLUT9 znacen zelené diky mGFP znacce proteinu; méritko znaci 50 um.
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Obr.18: Mikroskopické prepardty 48 h po transientni transfekci pomoci PEI pro 2 mikroskopické vzorky (A+B) GLUTIL YIKA; jadra bunék jsou znaceny modre pomoci DAPI,
GLUT9 znacen zelené diky mGFP znacce proteinu; méritko znaci 50 um.
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5.4.1 Mikroskopie vytipovanych lokalizacnich motivi v kolokalizaci
s casnymi endozomy a lysozomy

Jak je jiz zminéno v predeslé kapitole, u preparatll s deletovanymi vytipovanymi lokaliza¢nimi
sekvencemi pro bazolaterdlni lokalizaci dlouhé varianty proteinu se membranovy signdl zdal slabsi
oproti WT variantdm na membrané bunék a v cytoplazmé téchto bunék se nachazelo vétsi mnozstvi
shluk( signdlu, coZz by mohlo svédcit o jejich akumulaci uvnitf cytoplazmy burnky a kolokalizaci

napfiklad s endozomy a lysozomy pfi nefunkcnosti jednoho ¢i jednoho z vice lokaliza¢nich motivd.

Byly proto vytvoreny nové preparaty s transientné transfekovanymi bunkami divokymi variantami
proteinu a s variantami s deletovanymi motivy GLUTIL LL, GLUTOL LGL a GLUTIL YIKA. Tyto preparaty
byly dale imunohistochemicky barveny s primarnimi protilatkami proti markerdm ¢asnych endozom?
(EEA1) a markerdm lysozomd (LAMP1). Pro vizualizaci téchto primarnich protilatek byly nakonec
pouzity pfislusné sekundarni protilatky s Alexa Fluor 594, které jsme detekovali cervené. Na
nasledujicich fotografiich jsou zobrazeny vytvorené preparaty pro MOCK (Obr.19), GLUTIL (Obr.20),
GLUTIL LGL (Obr. 21), GLUTIL LL (Obr.22) a GLUTIL YIKA (Obr.23). U kazdé varianty je zde zobrazen
preparat s obarvenymi jadry pomoci DAPI (modfe), mGFP signdlem pro GLUT9 (zelené), markerem
casnych endozoma ¢i lysozomi (Cervené) a jako ,Merge” je oznaceno spojeni jednotlivych kanala
dohromady. Ztakto pripravenych preparatl, i po optimalizaci jednotlivych krokl, nemohla byt
potvrzena kolokalizace signalu s ¢asnymi endozomy nebo lysozomy, coz je blize diskutovano

v Kapitole 6.2.
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NK/MOCK

NK/MOCK

50 pm Me rge 50 pm

Obr.19: Mikroskopické prepardty fixovdny 4% formaldehydem 48h po transfekci bunécné linie HEK293A pro NK/MOCK; modre znaceno DAPI, GLUT9 znacen zelené diky
mGFP znacce proteinu, ¢ervené jsou obarveny markery ¢asnych endozomu (EEAP1) nebo lysozom( (LAMP1); fotografie oznacena ,,Merge” znaci spojeni jednotlivych kandli
dohromady; méritko znaci 50 um.
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GLUTOL

GLUTIL

Obr.20: Mikroskopické prepardty fixovany 4% formaldehydem 48h po transfekci bunécné linie HEK293A pro GLUTIL; modre znaceno DAPI, GLUT9 znacen zelené diky mGFP
znacce proteinu, Cervené jsou obarveny markery ¢asnych endozomu (EEAP1) nebo lysozom( (LAMP1); fotografie oznacena ,,Merge“ znaci spojeni jednotlivych kandli
dohromady; méritko znaci 50 um.
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GLUTOL LGL

GLUTOL LGL

Obr.21: Mikroskopické prepardty fixovdny 4% formaldehydem 48h po transfekci bunécné linie HEK293A pro GLUTIL LGL; modre znaceno DAPI, GLUT9 znacen zelené diky
mGFP znacce proteinu, Cervené jsou obarveny markery ¢asnych endozom( (EEAP1) nebo lysozomu (LAMP1); fotografie oznacena ,,Merge” znaci spojeni jednotlivych kanadld
dohromady; méritko znaci 50 um.
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GLUTOL LL

GLUTOL LL

Obr.22: Mikroskopické prepardty fixovany 4% formaldehydem 48h po transfekci bunécné linie HEK293A pro GLUTIL LL; modre znaceno DAPI, GLUT9 znacen zelené diky
mGFP znacce proteinu, ervené jsou obarveny markery ¢asnych endozomu (EEAP1) nebo lysozom( (LAMP1); fotografie oznacena ,,Merge” znaci spojeni jednotlivych kandli
dohromady; méritko znaci 50 um.
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GLUTIL YIKA

GLUTIL YIKA

Obr. 23: Mikroskopické prepardty fixovany 4% formaldehydem 48h po transfekci bunécné linie HEK293A pro GLUTIL YIKA; modre znaceno DAPI, GLUT9 znacen zelené diky
mGFP znacce proteinu, Cervené jsou obarveny markery ¢asnych endozom( (EEAP1) nebo lysozomu (LAMP1); fotografie oznacena ,,Merge” znaci spojeni jednotlivych kanadld
dohromady; méritko znaci 50 um.
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6 Diskuze

V této diplomové praci byl analyzovan vliv alelické varianty V114L u dlouhé i kratké izoformy
(u kratké varianty na pozici V85L) urdtového transportéru GLUT9 na prenos urdtu a také vliv delece
predikovanych lokalizacnich sekvenci LL (33LL34), LGL (12LGL14) a YIKA (84YIKA87) tohoto proteinu
u dlouhé varianty proteinu GLUTIL. Pozice téchto zkoumanych variant v celé struktufe proteinu je
znazornéna na Obr. 24. V neposledni fadé byla testovdna potenciondlni zména sméru a schopnosti
pfenosu uratu obou divokych variant tohoto proteinu v inkubaénich pufrech s odliSnym sloZzenim

predevsim hexdzy D-glukdzy a pomérech jednotlivych sloZzek pufra.

GIL delece

GLUT9sS

GLUTIL

Cytoplasmic

GYL delece LL

R 0O,
GIL delece
LGL

Obr.24: Izoformy proteinu GLUT9 (GLUTIL a GLUT9S) s vyznacenou alelickou variantou V114L/V85L a u GLUTIL
vyznacenymi deletovanymi motivy LL, LGL a YIKA.

PlGvodni gen SLC2A9 pro protein GLUT9 byl soucasti plazmidu pGEM-T-EASY, ktery byl pouzivan
pro predchozi funkcni studie v nasSi laboratofi provadéné v oocytech Xenopus leavis, ktery
neobsahuje promotor pro savéi buriky a také neobsahuje fluorescentni znacku. Gen SLC2A9 pro
studie v poutzité lidské bunécné linii HEK293A musel byt pro ucely této diplomové prace zaklonovéan
do vybraného plazmidu pLenti-C-mGFP, ktery je fluorescenc¢né znacen pomoci mGFP znacky, cozZ
vyrazné usnadnilo dalsi praci s timto proteinem, jelikoz mohl byt jiZz 2 dny po transientni transfekci

bezpecné detekovan jako zeleny fluorescencni signal ve fluorescenénim mikroskopu.

VSechny experimenty této diplomové prace byly provadény na modelu bunécéné linie HEK293A,
imortalizované bunécné linie odvozené z embryonalnich ledvin ¢lovéka. Tato linie byla vybrana podle
nékolika kritérii. Bunécna linie HEK293A je nejcastéjsi pouzivanou bunécnou liniii pro funkéni studie
s radioaktivné znadenymi substraty a bylo na nich provedeno i nékolik funkénich studi pfimo s *C
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radioaktivné znacenym uratem obdobné jako v této diplomové praci (Caulfield et al., 2008; Mandal
and Mount, 2019; Otani et al., 2020). Jedna se o ustaleny bunécny model pro funkéni studie, ktery
byl pouZit i v nékolika dalSich pracich v nasi laboratofi. Bunky linie HEK293A jsou pomérné snadno
transfekovatelné, i kdyz se jednd o formu pfisedlych HEK293A oproti ¢aste¢né suspenzni kulture
HEK293T. Zkoumany GLUT9 je u clovéka podstatny predevsim kvili transportu uratu v ledvinach,
¢emuz organismalné i tkanové tato bunécna linie také odpovidd. Podle databaze , The human protein
atlas” se v bunécné linii HEK293A GLUT9 nachdzi ve velmi slabé mite i endogenné, ale to predevsim
na urovni mRNA (Karmali et al., 2010). To oviem nemusi mit zadny vliv na vysledky funkénich studii,
nebot v nich srovnavame plazmidem netransfekovanou negativni kontrolu (MOCK) a jednotlivé
transfekované varianty. Obdobné jako ve studii od Caulfield et al. dochdzi k mnohonasobné
rozdilnym miram efluxu, respektive influxu nez v kontrolnich burikach i v nasich mérenich (Caulfield
et al., 2008). Limitaci ¢asti tykajici se vytipovanych lokalizacnich motivi mUzZe byt vybér pravé této
bunécné linie, jelikoz se jedna o bunky nepolarizované, i kdyz v téchto burikdch také probiha odlisné
tridéni membranové odlisné lokalizovanych protein( polarizovanych bunék, zvlasté pokud se jedna
o bunky embryonalni (Misch et al., 1996; Keller et al., 2001), coz je blize diskutovano v Kapitole 6.2
NejvhodnéjSim modelem by byly burnky polarizované ledvinové, kupfikladu bunééna linie MDCK,
imortalizovana bunécna linie ziskand z epitelu psa domdciho (Cannis lupus familiaris) plemene
kokrspanéla. Jednd se o nejpouzivanéjsi z linii polarizovanych bunék pro vyzkum epitelu jako
takového, tésnych spojii a asymetrického rozloZeni proteinll na membranach apikdlnich
a bazolateralnich (Cereijido et al., 1978; Gonzalez-Mariscal et al., 1985). Linii MDCK lIze vyuZzit pro
expresi membranovych proteind a studium jejich funkce ¢i lokalizace (Kimura et al., 2014). Mimo
obtizny a narocny rlst a Upravu této bunécné linie je jeji velkou nevyhodou i velmi obtizna
transfekce. | po vyzkouseni rliznych transfekénich metod Citajicich lipofekci pomoci PEI, elektroporaci
v kyveté, elektroporaci pomoci nastavce za rozdilnych podminek elektrickych pulsl a lipofekci latkou
Lipofectamin 3000 vse za vyzkouseni rliznych podminek transfekce nebylo v nasich podminkach
dosazeno uspokojivé miry transfekce téchto bunék, proto bylo od dalSich experimentli na této
bunécné linii odstoupeno. Dalsim dlvodem, proc¢ jsme se rozhodli vyuzit linie HEK293A misto
epitelidIni linie MDCK, je fakt, Ze linie HEK293A je lidskd, ¢imZ jsme se vyhnuli pfipadnému

experimentalnimu artefaktu zpisobenému exogenni expresi lidského proteinu v psich burnkach.

Vétsina predchozich funkénich studii pro funkci uratovych transportérl i samotného proteinu
GLUT9 vyuZivala model oocytl Xenopus laevis, do kterych byla mikromanipulaci vpravena cDNA pro
dany protein i pfipadné mutované varianty proteinu a byla na nich posléze provedena funkéni studie
s 1C urdtem ¢&i jinym substrdtem (Baumann et al., 2019). Pokud §lo o studie pfenosu urdtu smérem

do bunék, resp. oocytl byly tyto oocyty v inkubacnim pufru s uratem jen inkubovany. Pokud mélo
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dojit ke studiim transportéru GLUT9 ve sméru prenosu urdtu z bunék ven, musela této studii
predchazet mikroinjikace i samotného uratu do nitra oocytl (trans stimulace) (Witkowska et al.,
2012). Na bunécnych liniich samotnych bylo zatim provedeno mnohem méné studii a jednalo se
zatim jen o studie pfenosu z okolniho prostfedi do cytoplazmy (Caulfield et al., 2008; Mandal and
Mount, 2019; Otani et al., 2020). Pro funkéni studie lidskych transportér se zdaji byt vhodné;jsim
modelem lidské bunécné linie, které blize odradzi redlné fyziologické prostfedi bunék a nejedna se
o zcela jiny expresni model jako v ptipadé Zabich oocytll. Oocyty jsou inkubovany v termostatech pfi
teploté odpovidajici télesné teploté Zab, 16-18°C oproti kultivaci lidskych HEK293A bunék, které jsou
kultivovany v inkubdtoru pfi 37°C v 5,0% CO; vice odpovidajicim fyziologickému prosttredi clovéka.
V odlisné teploté a odlisnych podminkach muze byt zménéna i samotna kinetika transportu substratu
a ovlivnéna jeho funkce, coz je mezi jednotlivymi studiemi bohuzel tézko porovnatelné, protoze jsou
provadény za rozdilnych podminek (Anzai et al., 2008; Caulfield et al., 2008; Witkowska et al., 2012;
Baumann et al., 2019). U Zabiho modelu se také vice projevuje rozptyl ve kvalité oocytll mezi
jednotlivymi Zabami, naopak u bunécné linie jsou bunky rozmrazeny z plvodni stejné pasaze, ze
které jsou provadéna jednotlivd nezdvisla opakovani, coz pfrispiva k vétsi reproducibilité. Jisté
artefakty u membrany oocytl a posléze pak funkénich studii mohou vznikat i v misté vpichu
mikroinjekce po naruSseni membrany jehlou. Dalsim a kvali své narocnosti méné pouzivanym
modelem pro funkéni studie prenosu urdtu transportéry jsou invertované vacky vytvorené
mnohonasobnou ultracentrifugaci z bunék HEK293. Model invertovanych vackd neni vhodny pro
transportéry skupiny SLC, protozZe se u nich obtizné ovliviiuje intravesikuldrni iontové sloZzeni (Toyoda
et al., 2019). Zadny ztéchto model( ale neodra?i kooperaci a spoleéné fungovani jednotlivych
uratovych transportérd zaroven a pripadné nahrazovaci a kompenzaéni mechanismy pfi snizeni
funkce nékterého ztransportéri jinym transportérem. Toto by bylo moZné realizovat pomoci
geneticky modifikovanych mysi sin vivo vnesenou alelickou variantou ¢i nefunkénim proteinem
(Preitner et al., 2009, 2015). Avsak ani takovy model neodstraniuje artefakty vzniklé pfi testovani,

jelikoZ mysi maji funkéni enzym urat oxidazu (Auberson et al., 2018).

Obé izoformy proteinu jsou schopny prenosu uratu ve sméru efluxu z bunék do vnéjsiho prostredi
i zvnéjsiho prostredi dovnitf do bunék (uptake) (Witkowska et al., 2012). Dlouha izoforma proteinu
je jedinym dosud znamym urdtovym exportérem bazolateralni membrany epitelidlnich bunék ledvin,
na rozdil od membrany apikalni, kde je identifikovano a popsano vice uratovych transportért
prendasejicich uradt ve sméru do bunék i sekretujicich z bunék urat zpét do lumen (Caulfield et al.,
2008; Yang et al., 2022). V této diplomové praci byl testovan prenos uratu z bunék ven ve sméru
efluxu, cozZ zatim na bunécné linii HEK293 nebylo pro transportér GLUT9 experimentdlné ovéreno.

Mezi jednotlivymi nezavislymi opakovanimi funkénich studii dochazelo k naméreni absolutnich
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hodnot rychlosti efluxu v jinych hladinach. Odlisné absolutni hodnoty rychlosti efluxu (pmol/mg.min)
mohou odrazZet aktualni stav bunék vzhledem k pfilis nizkému &islu pasaze po rozmrazeni, ¢i naopak
pfilis vysokému ¢&islu pasaZe, odliSnou miru transientni transfekce bunék a obecné odliSny stav
testovanych bunék mezi jednotlivymi opakovanimi. Testované bunky tak mohou mezi jednotlivymi
experimenty reagovat odlisSné jako to bylo demonstrovdno u bunécné linie HEK293 i u jinych
bunécénych linii (Tae et al., 2004; Milagros et al., 2014; Suk et al., 2015; Bleckmann et al., 2019).
Pres lisici se absolutni hodnoty rychlosti transportu ale vSechna opakovani vykazuji podobny trend,
coz doklada i nizky rozptyl pfi percentudlnim vyjadieni miry efluxu za predpokladu, ze eflux divokou

variantou je roven 100 procentim.

Na méreni celkového proteinu v bunikiach byla zvolena Bradfordova metoda blize popsana
v Kapitole 4.8. Absolutni hodnoty transportu jsou tak normalizovany na celkové mnozstvi proteinu
v jamce, ale nevyjadruji rozptyl U¢innosti transfekce bunék jednotlivymi variantami. Jako presné;si
metoda pro kvantifikaci proteind v bunécném lyzatu mély slouZit i Western bloty a z nich provedené
denzitometrické stanoveni celkového proteinu. Jako nanaseci kontrola byl analyzovan protein CapZz,
ktery je soucdsti B-actinu a ktery by mél byt exprimovan ve stejné mire ve vsech burikach i v burikach
netransfekovanych. Bohuzel i po nékolika opakovani nebyla dosazena konzistentni kvalita western
blotld a vzorkl pro né. Nejvétsim uskalim byla varianta GLUTIL LL, u které se nedafilo opakované
spravné preblotovani proteini z gelu na nitrocelulézovou membranu. Ostatni vzorky se zdaji byt
v bunééném lyzatu jednotlivych vzorkl v obdobné koncentraci, aZ na variantu V114L/V85L u GLUT9S,
kde se zda byt ve vSech provedenych pokusech mnoZstvi proteinu GLUT9 i mnoZstvi nanaseci
kontroly CapZ (soucast B-actinu) nizsi oproti ostatnim vzorkdim, coZz mohlo byt zplsobeno obecné
nizsSim poctem bunék v bunééném lyzatu. Denzitometrické urceni mnoiZstvi protein( v burikdch by
mohlo byt i vtomto pfipadé vhodnou metodou k urceni mnoiZstvi proteinli (Stoops et al., 2016;
Zambo et al., 2019; Zhou et al., 2019), ktera vsak v nasem pfipadé byla znemoZnéna Spatnou kvalitou
vytvorenych blot(l. Tyto western bloty tak slouZi pro dalsi potvrzeni exprese proteinu u divokych

i mutovanych variant proteinu v burikach vedle mikroskopickych preparat(.

Lokalizace v ramci bunék HEK293A byla stanovena fluorescenéni mikroskopii obou izofororem
GLUTY9, jak pro divoké (WT), tak pro alelické varianty. Na preparatech vSech variant byla potvrzena
alespon ¢asteéna membranova lokalizace proteinl diky fluorescenénimu mGFP znadeni proteinu.
Mira transfekce vbunécné linii HEK293A po transientni transfekci pomoci PEl byla vysoka,
odhadujeme kolem 70%. Signal se ovSem jevil nejslabsi pro deletované varianty LL, LGL a YIKA, coZ by
mohlo vypovidat o vlivu téchto sekvenci na lokalizaci proteini na membranu. Na preparatech téchto
deletovanych variant byla vytvorena i dalsi série mikroskopické analyzy, kterd je blize diskutovana

v kapitole 6.2.
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6.1 Alelickd varianta V114L u GLUT9L a V85L GLUT9S

Alelické varianty V114L u dlouhé izoformy proteinu a V85L u kratké izoformy proteinu, byly

nalezeny v kohorté hypourikemickych pacientl spadajicich pod Revmatologicky Ustav 1. lékarské
fakulty Univerzity Karlovy. U pacientd s touto vzacnou variantou dosud nebyly nalezeny jiné mutace
ve znamych uratovych transportérech vedouci ke sniZeni transportni funkce téchto transportérd.
Mimo tuto praci nebyla alelicka varianta V114L/V85L tohoto proteinu zatim testovana. Testovani této
alelické varianty také vedlo k zavedeni a optimalizaci funkénich studii s **C radioaktivné znaéenym
uratem na modelu bunécéné linie HEK293A pro protein GLUT9 v podminkdach nasi laboratore pro dalsi

funkéni studie popsany dale v této diskuzi.

Tato alelicka varianta obou izoforem proteinu byla nejprve testovdna ve standardnim inkubacnim
HBSS pufru, kde bylo naméreno signifikantni snizeni schopnosti transportu ve sméru efluxu u obou
variant o 16,73 % u GLUTIL a o0 32,89 % u GLUT9S oproti divokym variantam proteinu. JelikoZ je
GLUT9 napétové zavislym urdtovym transportérem, zvolili jsme jako dalsi postup testovani této
alelické varianty testovani v depolarizacnim HBSS pufru, ktery zplsobuje depolarizaci membrany
zvysenim koncentrace extracelularnich draselnych iontd (Anzai et al., 2008; Bibert et al., 2009).
Depolarizaci membrany bunék dochazi ke stimulaci uptaku uratu, vyssi cytoplazmatické koncentraci
uratu i vyssi mife prenosu transportérem, coz koreluje s testovanim tohoto proteinu po depolarizaci
membrany iv jinych studiich (Witkowska et al., 2012; Ruiz et al., 2018; Mandal et al., 2021). | u
nékterych dalSich urdtovych transportérd byly pozorovany rozdilné vysledky alelické varianty na
pfenos uratu pfi fyziologickém stavu membrany a pfi jeji depolarizaci po inkubaci s depolarizacnim
pufrem se zvySenou koncentraci draselnych iontl (Chiba et al., 2015). V depolarizacnim pufru byla
potvrzena ocekavand vyssi aktivita transportéru, ale i do samotnych netransfekovanych bunék se
dostalo vétsi mnoZstvi urdtu nez pfi inkubaci v HBSS pufru. To bylo v naSich podminkach pozorovano i
u dalSich funkcnich studii v depolarizaénim pufru. V literatufe jsme nenasli podklady, které by
zdlvodnovaly tento jev, ale domnivdme se, Ze se jedna o stimulaci dalSich transportérli v membrané
bunék ¢i reakci na zménu potencidlu uvnitf bunék a vyssi pasivni transport zdporné nabitého uratu
do opacné nabité cytoplazmy. Signifikantni sniZzeni transportni funkce alelickych variant bylo
pozorovano taktéz v depolarizacnim pufru, kdy transportni funkce alelické varianty V114L dlouhé
izoformy proteinu bylo oproti méfenim ve standardnim HBBS pufru prohloubeno o témér
dvojnasobek plvodniho snizeni. V téchto mérenich doslo k primérnému sniZeni transportni funkce
transportéru o 36,69 % u dlouhé izoformy proteinu. Naopak u kratké izoformy nebylo naméreno vétsi
snizeni transportni funkce po inkubaci v depolariza¢nim HBSS pufru. Po depolarizaci membrany byla
vyrazné vice ovlivnéna alelickd forma dlouhé izoformy, GLUTIOL V114L. Je moZiné, Ze depolarizace

membrany zplsobena zvysenou koncentraci extracelularnich draselnych iontd ma vyraznéjsi vliv na
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jednu zvariant (Mandal et al., 2021). Podle nasSich méreni se zda, Ze celkové po depolarizaci
membrany bunék dochazi k transportu urdtu ve vyssi mife, nez pokud membrana neni polarizovana,
a ze depolarizace membrdany vice ovliviiuje alelickou variantu V114L izoformy GLUTIL, kdy se snizeni

funkce jevi témér dvojndsobné vyraznéji.

TRP110

Obr.25: VAL114 v TMDZ2 proteinu GLUTIL a potenciondlni aminokyseliny, se kterymi by tento valin 114 mohl
interagovat: TRP110 (tryptofan 110), TYR338 (tyrosin 338), VAL78 (valin 78), PHE337 (fenylalanin 337), ARG171
(arginin 171); vytvofeno v https://alphafold.ebi.ac.uk/ (Jumper et al., 2021); upraveno.

U zkoumané alelické varianty dochazi na pozici 114 k zdméné valinu za leucin (u kratké izoformy
proteinu se jedna o zdménu valinu za leucin na pozici 85), ktery je soucasti druhé transmembranové
domény proteinu GLUT9. | pfes to, Ze se jedna o tzv. ,same sense” mutaci (mutaci mezi velmi
podobnymi aminokyselinami), mize mit tato zdména velky vliv na findlni funkénost proteinu. Mutace
se, podle predpokladané struktury vytvorené v aplikaci Protter (Omasits et al., 2014), nachazi
v membrdnové casti druhé helixové domény proteinu (TMD2). V oblasti této transmembranové
domény byla jiz ukazana dileZitost tryptofanu na pozici 110 (W110), jen o 4 pozice dfive v sekvenci
proteinu. Byla zkoumana zdména pulvodniho tryptofanu za fenylalanin taktéz s aromatickym kruhem
a za alanin. Pokud dosSlo k vyméné za alanin, byla schopnost pfenosu urdtu ovlivnéna vyznamné.
Pokud ale doSlo k mutaci na fenylalanin taktéZz s aromatickym kruhem a jednalo se také o ,same-
sense” mutaci jako v pfipadé nasi alelické varianty, byl pfenos urdtu ¢aste¢né ovlivnén ve sméru
sniZzeni transportni funkce transportérem (Long et al., 2015). TéZ threonin na pozici 113 je
vyznamnou aminokyselinou transmembranové domény 2, jelikoZz tvofi vodikové mustky
s aminokyselinami argininem 171 (R171) a glutaminem 74 (N74) dalSich domén a napomaha tak
stabilizaci TMD2. Podle predikované tercidlni struktury proteinu GLUT9 je tato doména soucasti
samotného translokacniho péru transportéru a tak sebemensi zména ve strukture tohoto péru muze

mit pfipadny vliv na schopnost prenosu urdtu timto transportérem ¢i stabilizaci druhé
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transmembranové domény pfi naruseni vodikové vazby tvofenou threoninem 113, ¢emuz pfispivaji
i vysledky dosaZené v této diplomové praci (Dinour et al., 2012). Alelické varianty, které byly také
nalezeny u hypourikemickych pacientll a bylo u nich potvrzeno snizeni ¢i Uplna ztrata funkce prenosu
uratu mohou byt rozdéleny do dvou skupin podle toho, zda dochazi k pIné expresi tohoto proteinu
a jeho lokalizaci na membranu vzhledem k WT varianté proteinu ¢i nikoliv a jejich samotna exprese je
snizena Ci jsou ve velké mife degradovany pfed lokalizaci na membranu (Ruiz et al., 2018). Testovana
alelickd varianta V114L by dle miry exprese byla nejspiSe fazena do skupiny, kdy mira exprese
proteinu je obdobna jako u divokych variant proteinu, ale samotna funkce transportéru je snizena.
Tato skupina alelickych variant obsahuje alelické varianty v transmembranovych doménach proteinu
GLUT9, které jsou podle predikované struktury taktéz soucdsti translokacniho péru pro urat, jako
napf. TDM4, TMD5 a TMD7. Tato snizeni vykazuji alelické varianty v aminokyselinach smérujici do
lumen translokacéniho péru. To potrvzuji i dalSi alelické varianty s potvrzenou snizenou funkci
u hypourikemickych pacientl jako je alelickd varianta N333S vtransmembranové doméné 7
lokalizovana do lumen pdéru a testovana dokonce v nékolika studiich se shodnymi vysledky
(Mancikova et al., 2016; Long et al., 2017; Ruiz et al., 2018), R380W v TMD9 vedouci k vysledné
cytoplazmatické koncentraci obdobné jako u negativni kontroly (Matsuo et al.,, 2008) a C210F
v transmembranové doméné 5 vedouci také k témér uplné ztraté funkce transportéru (Ruiz et al.,
2018). V TMD2, kde se nachdzi i alelicka varianta testovana v této praci, byla dale identifikovana jen
jedna alelicka varianta u pacient( trpici hyperurikémii, a to zaména threoninu za methionin na pozici
125 (96 u GLUT9S), ktera signifikantné sniZovala schopnost pfenosu uratu u obou izoforem (Dinour et
al., 2012). Podle predikované struktury zobrazené na Obr.25 valin na pozici 114 taktéZz sméfuje do
lumen translokac¢niho péru a pfimo interaguje styrosinem na pozici 338 nachdzejici se v TMD7.
Obdobna interakce byla jiz naznacena i v dalsi studii, kdy se jednalo o pfimou interakci tryptofanu 89
v TMD2 a isoleucinu 296 v TMD7 (Long et al., 2015). Mimo zminénych byly identifikovany a testovany
desitky dalSich jednonukleotidovych polymorfism( a inzerci ¢i deleci v mistech transmembranovych
domén i nemembranovych smycek u obou variant proteinu GLUT9 nalezenych u hypourikemickych
pacientl v raznych populacich (Rhuc et al., 2011; Stiburkova et al., 2011; Ruiz et al., 2018; Yoon et al.,
2021).

Alelicka varianta V114L, resp. V85L byla nalezena u hypourikemickych pacient(, neboli pacientd se
snizenou koncentraci kyseliny mocové vséru. Zpohledu vysledné koncentrace kyseliny
mocové/uratu v séru je podstatna spravna funkce bazolateralni membrany epitelidlnich bunék ledvin,
coz je zajistovano dlouhou izoformou trasnportéru GLUT9 (GLUTIL), dalsi efluxové transportéry této
membrany zatim nejsou zndmy. Podle nasich vysledkl dochazi u alelické varianty GLUTIL V114L

k signifikantnimu sniZeni transportni funkce ve sméru efluxu z bunék ven do krevniho tecisté, coz by
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vedlo k predpokladanému snizeni koncentrace kyseliny mocové v séru. U kratké izoformy proteinu je
stale diskutovdna jeho potenciondini funkce i jako renalniho sekre¢niho transportéru, coi je
naznacovano napfiklad u pst (Witkowska et al., 2012), u kterych se nachazi ortolog lidského proteinu
GLUT9 s podobnosti 87,97 % podle databaze Uniprot (Consortium, 2023). U lidského proteinu tato
funkce nebyla zatim potvrzena, i kdyzZ tuto teorii podporuje jiz nékolikrat zminéna skutecnost, Ze je
i kratka izoforma proteinu schopna pfenaset urat i z vnitfniho prostredi ven z bunék (Anzai et al.,
2008; Caulfield et al., 2008; Matsuo et al., 2008). | u kratké varianty proteinu vedla alelicka varianta
V114L (V85L) k signifikantnimu snizeni transportni funkce ve sméru efluxu, coz by potenciondlné také
mohlo vést ke vzniku hypourikémie u pacientd s touto alelickou variantou proteinu. Pro dokresleni
celé problematiky navrhujeme jesté testovani této alelické varianty kratké izoformy ve sméru
transportu uratu z vnéjsiho prostredi do bunék (uptaku), cozZ je potvrzenou funkcni kratké izoformy

proteinu na apikalni membrané (Witkowska et al., 2012).

6.2 Vytipované lokalizaCni motivy LL, LGL a YIKA

Jak jiz bylo v diplomové praci zminéno, lidsky transportér GLUT9 je u ¢lovéka pfitomen ve dvou
izoformach, dlouhé GLUTIL a kratké GLUT9S. lJejich hlavni odliSnost je v celkovém poctu
aminokyselin a v rozdilné lokalizaci jednotlivych variant v polarizovanych epitelidlnich burnikach ledvin.
Kratsi varianta GLUT9S se nachazi na membrané apikdlni a delsi varianta GLUT9L na membrané
bazolateralni (Augustin et al., 2004; Anzai et al., 2008). Z tohoto dlvodu se staly tyto izoformy
predmétem nékolika studii, které se snaZily nalézt lokalizacni motivy a sekvence/sekvence
zodpovédné za lokalizaci jedné ¢i druhé varianty na pfisluSnou membranu (Augustin et al., 2004;
Bibee et al., 2013; Kimura et al., 2014). Dle literatury se zda byt mnohem castéjsi fizena lokalizace
proteind na bazolateralni membranu, bylo také objeveno a potvrzeno vice lokaliza¢nich motivQ
vedoucich klokalizaci proteinu na bazolaterdlni membranu, nejastéji kanonické dileucinové
a tyrosinové (Hunziker and Fumey, 1994b; Miranda et al., 2001; Subramanian et al., 2009). Transport
na membranu apikalni je méné prozkouman a ukazuje se, Ze k nému muZe dochazet casto i bez
pritomnosti lokalizacnich motivl pro bazolaterdini lokalizaci (Scheiffele et al., 1995; Breuza et al.,
2002; Potter et al., 2003). Z tohoto dlivodu jsme se zaméfili na vyzkum potencionalnich lokaliza¢nich
sekvenci jen u dlouhé varianty proteinu GLUTIL lokalizované na bazolateralni membrané bunék

epitelu ledvin.

JelikoZ se tyto dvé varianty odlisuji odliSnou sekvenci a délkou svého N-konce, obdobné jako
v dalsich studiich jsme navrhli jako prvotni hypotézu, Ze se dany lokaliza¢ni motiv ¢i jeden z motivi
nachazi pravé v tomto odliSném N-konci dlouhé izoformy a tento N-konec je tak rozhodujici pro
bazolateralni lokalizaci proteinu (Augustin et al., 2004; Bibee et al., 2013; Kimura et al., 2014). V této

Casti proteinu jsme nalezli dva dileucinové motivy, LL (33LL34) a LGL (12LGL14). Dileucinové motivy
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ovliviuji lokalizaci na membranu i u nékterych dalSich proteind u rodiny GLUT jako jsou GLUT4,
GLUT8 a GLUT12 (Augustin et al., 2004). Dale jsme do nasich studii zahrnuli tyrosinovy motiv YIKA
(84YIKAS87) nalézajici se jiz mimo odlisny N-konec protein, ale v jeho blizkosti. Tento tyrosinovy motiv
byl zatazen, protoze se ukazuje, Ze mnohdy o konecné lokalizaci rozhoduje pfitomnost vice silnych
lokalizac¢nich motivi, které se nalézaji pobliz (Matter et al., 1992; He et al., 2002). VSechny 3 motivy
spliuji popis fadnych kanonickych lokalizacnich motivd: nachazeji se v mimomembranovych
smyckdch, ale v tésné blizkosti membrany, jednd se o skupiny nejcastéjsich znamych kanonickych
lokaliza¢nich motivd (dileucinové a tyrosinové) a také se nachazi i u dalSich proteinl této rodiny
(Augustin et al., 2004). V nékterych studiich byla provedena zaména prvni aminokyseliny
vytipovaného motivu ¢i byla provedena delece jen prvni aminokyselina vytipovanych motiv(. V této
praci jsme zvolili deleci celého motivu, kterda by méla podtrhnout jeho vyznam pro lokalizaci
a funkénost proteinu. Podle studii od Zhang et al. mlZe napfiklad delece jen jedné z aminokyselin
motivu vést jen k ¢aste€nému snizeni, i kdyz delece celého motivu vede ke snizeni exprese Ci

transportni funkce mnohonasobné vétsimu (Zhang et al., 2011).

Dileucinovy motiv LL (33LL34) byl jiZ mimo tuto praci zkouman. Ve studii od Bibee et al. testovali
vliv rozdilného N-konce na bazolateralni lokalizaci tohoto proteinu, kdy mutovali tento dileucinovy
motiv LL, avSak s negativnim ucinkem na vliv lokalizace. Dileucinovy motiv 33LL34 byl mutovan na
33KL34, (byla provedena mutace prvniho leucinu motivu na lysin) na rozdil od této prace, kde byl cely
dileucinovy motiv deletovan obdobné jako v jinych pracech, kde pracovali s celym deletovanym
dileucinovym motivem (Goding et al., 2001; Miranda et al., 2001).V dalsich experimentech také
pouzili cely rozdilny N-konec delsi varianty proteinu GLUTIL a zfizovali ho s dalSimi proteiny rodiny
GLUT opét s negativnim ucinkem na vliv lokalizace proteinu na bazolaterdlni membranu. Pokud byly
vytvofeny chimérni proteiny stimto odlisSnym N-koncem 2z GLUTOL, vysledné proteiny byly
lokalizovany na apikalni membranu (Bibee et al., 2013). To by mohlo naznacdovat, Ze je zde signal pro
apikalni lokalizaci Ci je zapotiebi pravé vice lokalizacnich motivi k bazolateralni lokalizaci. Nase
prvotni méreni jsou stimto tvrzenim vrozporu, jelikoZz bylo naméfeno signifikantni snizeni
transportni funkce po transientni transfekci bunék oproti divoké varianté GLUTIL, i kdyZ se jednalo
o snizeni jen o 33,81 % oproti WT varianté. Tato varianta Zadda dalsi testovani pro blizsi potvrzeni

funkce tohoto dileucinového motivu.

Navrzenou metodiku spocivajici v konfokalni mikrokospii transfekovanych bunék linie MDCK se
nam zprovoznit nepodafilo. Pfistoupili jsme tedy k dalSimu zpUsobu, jak prvotné otestovat dilleZitost
téchto motivl, a to pomoci funkénich studii pouZitych i v prvni ¢asti této diplomové prace. V jinych
pracich vyuZivali systém funkénich studii po mutovani potenciondlnich lokalizaénich motiv(, i kdyz

s radioaktivné 3H znalenym biotinem (Subramanian et al., 2009; Zhang et al., 2011). Tento model
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funkénich studii na bunécéné linii HEK293A sice zcela nepotvrdi, zda se jedna o mutaci v lokaliza¢nim
motivu Ci jiném motivu nebo misté duleZitém pro transport uratu a stabilitu proteinu, ale mlze
slouzit jako prvotni model pro dalSi smér vyzkumu. Dalsi podstatnou casti je fluorescenéni
mikroskopie, ktera byla i v této diplomové praci provedena na bunécné linii HEK293A. Na zakladé
pouziti této metodiky je mozné pro prvni pfiblizeni rozhodnout, zda ndmi deletované motivy jsou
podstatné pro lokalizaci (ale také transportni mechanismus), anebo jejich poskozeni nema na funkci
¢i lokalizaci vliv. | v nepolarizovanych burikach mlze dochazet k odliSnému sbalovani polarizovanych
proteind do rozdilnych lokalizacnich vackl pro proteiny apikalni a bazolateralni a toto déleni v zavéru
ovlivni lokalizaci na membranu téchto proteind, které muzZe vést k ¢aste¢nému sniZeni ¢i Uplnému
zamezeni jejich funkce pro nedostate¢né mnoiZstvi proteinu na membrané oproti WT variantam
proteinu (Musch et al., 1996; Yoshimori et al., 1996; Keller et al., 2001; Zhang et al., 2011). Podle
nékterych studii po mutaci lokalizacnich motivl jsou proteiny ¢astecné Ci zcela zadrZzeny v cytoplazmé
bunék v endozomech a lysozomech nebo se mohou shlukovat v dosud nepopsaném oddilu pobliz

jadra (Tuma et al., 2002; Donoso et al., 2009; Stoops et al., 2016).

Ve funkénich studiich po deleci vytipovanych lokalizacnich motiv( v této diplomové praci bylo
zjisSténo signifikantni snizeni téchto variant v efluxovém sméru prenosu uratu u vSech variant oproti
divoké formé dlouhé varianty proteinu, GLUTIL. Pro variantu s deleci motivu LL (delece 33LL34) bylo
naméreno prlmérné snizeni funkce o 33,81 % (tzn. na 66,19% puvodniho WT, kterému byla
pridélena hodnota 100 %) oproti WT GLUTIL tésné nad hranici signifikance (p hodnota rovna
0,053284), varianta s deleci motivu LGL (delece 12LGL14) vedla k prdmérnému signifikantnimu
snizeni funkce o 19,75 % (resp. na 80,25 % oproti WT varianté) a varianta s deleci tyrosinového
motivu YIKA (delece 84YIKA87) vedla k priimérnému signifikantnimu snizeni 66,15 % (tzn. na 33,85
%) oproti WT formé GLUTIL. Na zakladé vysledkd funkénich studii byla vytvorena i série
mikroskopickych preparatli k ovéreni transientni transfekce bunék a membranového rozloZeni
jednotlivych mutovanych variant i WT variant proteinu na membranu. Intenzitou se signal
mikrokospickych preparatd s deletovanymi motivy jevil slabsi oproti WT variantam proteinu, a to
pfedevsim u varianty sdeletovanym motivem YIKA. Na téchto prepardtech pro varianty
s deletovanymi motivy byly pozorovany i signdly nemembranové, kdy byl signal detekovan
v seskupenych klastrech uvnitf bunék, a to i pfi vytvoreni duplikatd jednotlivych variant ve dvou
opakovani. Nejjasnéji byly tyto shluky signal( v bunécné cytoplazmé pozorovany po deleci motivu
LGL (12LGL14). Tyto nemembranové signadly u variant by mohly svédcit o zachytavani proteint
v endozomech ¢i lysozomech nebo nadmérné recyklaci vackl s poskozenymi lokalizacnimi proteiny
v burice a odpovidat tak nasi plvodni hypotéze obdobné jako v dalSich studiich, kdy mutace

vytipovaného lokaliza¢niho motivu vedla k Uplné ¢i ¢astecné lokalizaci téchto mutovanych proteint
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do endozom(l a na membrané bunék byl tak pozorovan signal o nizsi intenzité oproti WT (Tuma et al.,
2002; Jespersen et al., 2004). Pro blizsi upresnéni kolokalizace téchto signald s dalSimi bunéénymi
kompartmenty byly vytvoreny jesté dvé sady preparat( s protildtkami proti markerdm casnych
endozom( a lysozomi, EEA1 (Christoforidis and Mcbride, 1999; Das and Pellett, 2011) a LAMP1
(Réne et al., 1996; Meikle et al., 1997; Das and Pellett, 2011). Bohuzel nebylo dosaZzeno odpovidajici
kvality téchto preparatl ani po opakovaném provedeni. | pfes testovani rGznych koncentraci
protilatek nebylo dosazeno kvalitniho signdlu, aby bylo mozné nastinit kolokalizaci proteinu s mGFP
znackou a ¢asnych endozom ¢i lysozomu. V budoucnu by bylo potfeba tyto experimenty opakovat
optimalizovat jednotlivé podminky fluorescencniho barveni bunéénych preparatli a analyzu prenést
na mikroskop svétsim rozlisSenim a zvétSenim. Také navrhujeme vytvofit sérii preparatd na
polarizovanych burikadch, nejlépe bunécné linii MDCK s vytvofenymi mutovanymi variantami.
Na modelu bunécné linie MDCK lze pozorovat odliSnou lokalizaci proteint pfimo na apikalni
a bazolateralni membranu diky konfokalni mikroskopii. Ve studii od Kimura et al. zkoumali timto
zpUsobem obé izoformy proteinu GLUTIL a poukazuji zde na dlleZitost sekvence N-konce izoformy

GLUTIL (Kimura et al., 2014).

Z téchto vysledkl bez dalsi studie na polarizovanych burikich mliZeme pouze nastifiovat, Ze se
jednd o motivy dullezité pro lokalizaci proteinl na membranu, které vedly kvyraznému
signifikantnimu sniZeni transportu uratu po jejich deleci. Nami vytipované motivy se nenalézaji uvnitf
transmembranovych domén tvoficich translokacni kapsu pro substrat a také dilezitych pro stabilitu
proteinu v membrané, ale v prvni nemembrdnové smycce u dileucinovych motivi a v druhé
nemembranové smycce u tyrosinového motivu, coz odpovida umisténi lokalizacnich motiv(. Pokud
se tedy nejedna o lokaliza¢ni motivy mohlo by se jednat o delece mist nebo ¢asti mist dllezZitych pro
regulaci pfenosu uratu do bunék. Pro rozhodnuti, zda maji uvedené motivy vliv na lokalizaci by bylo
také nezbytné provést jejich soucasnou deleci, coz by pomohlo rozhodnout, zda se jich na vysledné

lokalizaci podili vic soucasné.

6.3 Smeér transportu uratu u transportéru GLUT9 v odliSnych
podminkach extracelularniho prostredi

Zajimavou, nepfiliS prozkoumanou a literaturou podloZzenou problematikou je dudlni schopnost
pfenosu uratu transportérem GLUTY, kdy za fyziologickych podminek v téle kazda z izoforem prenasi
urat odliSnym smérem (GLUT9S na apikdlni membrané prenasi urat do bunék, kdezto GLUTIL na
bazolateralni membrané prendsi urat z bunék ven do krevniho recisté), i kdyZ obé varianty jsou
schopny prendset urat jak ve sméru do bunék tak z bunék ven za dodrzeni stejnych podminek (Anzai
et al., 2008; Caulfield et al., 2008; Rhuc et al., 2011). Kazda zizoforem je vystavena odliSnému

extracelularnimu prostfedi, coZz nasvédcuje tomu, Ze pravé odlisné extracelularni prostfedi ovliviiuje

84



smér prenosu uratu. Kazdé se zasadné lisi napfiklad v pH (v proximalnim tubulu ledvin je pH cca 6,7-
6,8, v krevnim rtecisti 7,35-7,45) nebo v koncentraci hexdz jako je glukdza (v proximalnim tubulu se
nachazi glukéza ve velmi malé mirfe ¢i vlbec, na rozdil od krevniho fecisté). Vytipovanych
jednotlivych faktorll pro zménu sméru prenosu je vice, napf. vliv koncentrace glukdzy (pfipadné
fruktdzy) v extraceluldrnim prostfedi, vlivu koncentrace glukdzy v intracelularnim prostredi,
polarizace membrany, pH vnéjSiho prostfedi a obecné sloZeni vnéjsiho prostiedi (Caulfield et al.,
2008; Witkowska et al., 2012). A¢ se velmi ¢asto uvadi, Ze se jedna o uniportér, jiné studie dokladaji,
Ze minimdalné ve sméru prenosu urdtu z bunék ven dochdzi k vyméné extraceluldrni glukézy za
intracelularni urat (Caulfield et al., 2008). Coz by se mohlo dit nejen pfi transportu urdtu pres
bazolaterdIni membranu pomoci GLUTIL, ale teoreticky i hypotetickou sekretonickou funkci kratsi
varianty na membrané apikalni (Caulfield et al., 2008; Witkowska et al., 2012; Hyndman et al., 2016).
V této posledni ¢asti diplomové prace jsme testovali vliv prfitomnosti extracelularni glukézy na prenos
uratu vlidské bunécné linii HEK293A, presnéji rozdilné sloZeni inkubacnich pufri z hlediska
koncentrace glukdzy. Podle vysledkd studii protein GLUT9 ma vyssi afinitu k urdtu nez k hexdzam,
i kdyZz je transportu hexdz v nepritomnosti ¢i velmi nizké koncentraci uratu v malé mife schopny
(Anzai et al., 2008; Caulfield et al., 2008). V oocytech funkéni studie probihaji v médiu ND-96 ¢i MBM,
které neobsahuje glukézu vibec. V téchto experimentech dochazelo k prenosu uratu do bunék, tedy
k tzv. ,,uptaku” uratu (Vitart et al., 2008; Long et al., 2017). Pokud na modelu Zabich oocytl bylo
potieba zkoumat eflux, byl i samotny urat vpraven do oocytli pomoci mikroinjikace (Witkowska et al.,

2012).

V nasich experimentech jsme primarné pouzivali Hankdv solny roztok (HBSS), ktery obsahuje
glukdézu a je ¢asto pouZivanym pufrem pro navozeni fyziologického pH a spravné osmolality bunék.
Obé varianty GLUT9 po pouziti standartniho HBSS pufru pfenasi urdt ve sméru z bunék ven (tzv.
eflux). DalSim pouzitym pufrem byl depolarizaéni HBSS pufr, ktery obsahuje vyssi koncentraci
draselnych iontl navozujici depolarizaci membrany. Podle nasich vysledkd v depolarizaénim HBSS
pufru obé varianty funguji také jaké efluxové transportéry a transport zde probiha ve vyssi mife
oproti experimentdm ve standartnim HBSS pufru. Jako dalsi byl vytvoren inkubacni HBSS pufr bez
pfitomnosti glukdzy, coz vedlo ke snizeni efluxové funkce obou izoforem a pfriblizeni se hodnotam
urovné negativni kontroly. Tento pufr byl vytvoren ze standartniho HBSS pufru na zakladé studie, kde
se zabyvali pfitomnosti extracelularni a intracelularni koncentrace glukdzy a fruktdzy. Zvyseny eflux
probihal pfi pfitomnosti D-glukdzy v extraceluldrnim prostredi (Witkowska et al., 2012). Na zakladé
dalsi literatury byly zkouseny i dalsi 2 inkubacni pufry: bezglukdzovy pufr a Krebslv-Ringer(v

fosfatovy (KRP) pufr.
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KRP pufr byl prevzaty zuptakovych funkénich studii, kde byly buriky HEK293 stabilné
transfekovany a inkubace probihala v 50 uM uratu pfi 37°C po dobu 6 minut, nez byla zastavena
ochlazenim na ledu (Caulfield et al., 2008). Slozeni KRP pufru a HBSS pufru se lisi jen minimalné,
zmény jsou na uUrovni jen jednotek v mM u jednotlivych komponentl a standardni HBSS pufr navic
obsahuje 0,4 mM MgSQ4, 0,4 mM KH,PO, a 0,3 mM Na;HPO,.. Vétsi rozdil je jen v koncentraci
hydrogenuhli¢itanu sodného (NaHCO:s), jehoz koncentrace v KRB pufru dosahuje 25 mM narozdil od
4 mM v HBSS pufru. | kdyZ se jednd o minimalni rozdil, mohl by to byt rozdil, ktery by v delSim
¢asovém useku mohl vést ke zméné sméru prenosu uratu v naSem modelu, i kdyZ jsme ho za nasich
stanovenych podminek nepozorovali. Poslednim testovanym pufrem byl bezglukdzovy pufr, ktery byl
testovan na zakladé jeho pouziti ve studii, kde tento inkubaéni pufr nazyvaji pfimo jako , uptakovy
inkubacni pufr” a je pouzivan na uptakové funkéni studie na bunééné linii HEK293T, ktera je dcefinou
odvozenou a upravenou linii z bunék HEK293 a je méné adhezni nez nasSe pouzivana bunécna linie
HEK293A. Také doba inkubace byla v této studii rozdilnd, celkovad inkubace s pufrem s 20 uM uratem
probihala pfi pokojové teploté po dobu 60 min a také samotny postup uptakové funkéni studie se
odliSoval od toho naseho (Mandal and Mount, 2019). V nasSich podminkach a na odliSném typu
bunécné linie sice inkubace probihala podstatné kratsi ¢as (20 min), avSak pri teploté 37°C v prostredi
termostatu. Podle vysledk( v této studii se s pribéhem casu zvySoval uptake urdtu a vyraznéji se
zacal od negativni kontroly oddalovat az po 30 minutach inkubace za pokojové teploty (Mandal and
Mount, 2019). V této studii vysledky funkcnich studii nevztahuji na pocet transfekovaného proteinu
ani na pocet celkového proteinu bunék, ale na vzdy stejny pocet bunék, i kdyz k acelim experimentu
byly bunky transfekovdny jen transientné a mira transfekce se z mnohych divod( muze lisit mezi
jednotlivymi nezavislymi opakovanimi, jako ukazuje studie zaméreujici se na transientni transfekci
této bunécné linie (Milagros et al., 2014). V nasich podminkach byl toto jediny inkubacni pufr, ktery
ved| alespon k velmi mirnému uptaku urdtu do bunék, respektive spiSe blokaci transportu. Mirné
snizeni transportni funkce bylo tedy pozorovdno u standartniho HBSS pufru bez pfidani glukdzy
a kmirnému uptaku c¢i zastaveni transportu doslo jen v bezglukézovém pufru v ndmi uréenych

podminkach.

Ze ziskanych méreni uptaku urdtu v rlznych pufrech jsme nepozorovali jasny trend Uplné zmény
prenosu uratu pfi zkouseni inkubacnich médii s rozdilnym slozenim. Silny eflux byl pozorovan po
inkubaci v HBSS pufru, v HBSS depolarizacnim pufru a bezglukdzovém pufru, snizena mira efluxu pak
u HBSS pufru bez glukdzy. Velmi mirny uptake nebo spiSe zastaveni transportu uratu do bunék byl
pozorovan pouze po inkubaci vKRP pufru. Vysledky by tak mohly naznacovat, Ze pfFitomnost
a nepfitomnost glukdzy v extracelularnim prostiedi bunék by mohly mit vliv na smér pfenosu urdtu

transportérem GLUT9 pravdépodobné jako jeden z faktorl ovliviiujicich tuto problematiku. Dalsim
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postupem v této problematice by mélo byt provedeni dalSich opakovdni, nase méfeni nam
neposkytly zadné silné argumenty. Také zména podminek funkénich studii z hlediska teploty
a prodlouzeni preinkubace vinkubacnim pufru bez radioaktivné znaceného urdtu a nasledné
inkubace v pufru s radioaktivnim uratem by mohly mit velky vliv na otoleni sméru prenosu
v inkubacnich pufrech neobsahujici glukézu. Na zakladé nasich predbéznych vysledkl se domnivame,
Ze intracelularni uradt mdze byt vyménovan za glukdzu z vnéjsiho prostredi. Navrieny mechanismus
antiportu podporuji i jiz publikované vysledky, které byly ziskdny na modelu oocytl X. laevis
(Caulfield et al., 2008). Ve studii s pouZzitim bezglukdzového pufru, u kterého jediného byla v naSich
pozorovani pozorovana vyraznéjsi zména, byla provedena inkubace bunék HEK293T v tomto pufru za
jinych podminek a to po dobu 60 min pfi teploté 22°C. V nasem experimentu ale vlivem teploty 37°C
doslo zfejmé ke spotfebovani cytoplazmatickych zasob volné glukdzy, ¢imz doslo k zaniku jejiho
koncentracniho gradientu a v dusledku toho k zastaveni transportu urdtu v tomto prostredi. Tato
problematika se netyka funkénich studii na oocytech X. laevis, protoZe je urat mikroinjikovan pfimo
do cytoplazmy oocytu a eflux zde tak probihda ve sméru gradientu i bez pritomnosti glukdzy
v inkubacnim pufru (Witkowska et al., 2012; Baumann et al., 2019). Domnivame se, Ze vlivem vétsi
koncentrace volné cytoplazmatické glukdézy a pomalejsSiho metabolismu maji nematurované oocyty
X. laevis pfi inkubaci v médiu bez glukézy (ND-96 ¢i MBM) vétsi koncentracni gradient smérem
z cytoplazmy, ktery antiportem zajistuje uptake uradtu intraceluldrnim smérem. V dalSich
experimentech by se nabizelo zaméfit se na zménu vnéjsiho pH a v neposledni fadé se zamérit
napfiklad i na vliv intraceluldarni koncentrace hexdéz na tomto bunééném modelu. Experimenty
k ovéreni vlivu glukdzy a odliSnych pufri na smér transportu byly zopakovany pouze jednou. Je tak

mozné, Ze neshodnost vysledkl s publikovanymi studiemi je zplsobena experimentdlnim artefaktem.
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7 Zavér

GLUT9 je vysokoafinnim transportérem urdtu podstatnym svou funkci v lidském téle k udrzeni
homeostazy kyseliny mocové v organismu. Transportér GLUT9 je napétové zavisly a alternativnim
sestfihem tvofi dvé izoformy: dlouhou izoformu GLUTIL a kratkou izoformu GLUT9S. Tyto izoformy
se lisi svou lokalizaci na membrdné polarizovanych bunék, celkovym mnozstvim aminokyselin,
rozdilnou délkou a sekvenci N-koncll a smérem prenosu uratu, i kdyZ se oba podileji na reabsorpci
uratu v proximalnim tubulu ledvin. Tato diplomova préace byla zamérena na tento uratovy transportér
GLUT9 i na jeho izoformy GLUTIL a GLUT9S z vice hledisek. Jako model byla vyuzita adherentni
bunécéna linie HEK293A transientné transfekovana pfislusSnym WT proteinu ¢i pfislusnou alelickou ci
mutovanou variantou proteinu. V predkladané praci byla vySetfena alelickd varianta V114L, vzesla ze
screeningu kohorty hypourikemickych pacientll spadajici pod Revmatologicky Ustav v Praze.
Ve funkénich studiich s *C radioaktivné znacenym urdtem u obou izoforem proteinu vedla tato
alelicka varianta ke signifikantnimu snizeni transportni funkce transportéru ve standartnim HBSS
pufru a pfi testovani této alelické varianty v depolarizaénim HBSS pufru bylo snizeni transportni
funkce u dlouhé izoformy proteinu jesté prohloubeno. Tato zjiSténi koreluji s vyskytem této alelické
varianty u hypourikemickych pacientd. Dale byly testovany predikované lokalizaéni motivy
bazolateralni lokalizace (LL na pozici 33-34, LGL na pozici 12-14 a YIKA na pozici 84-87) dlouhé
izoformy proteinu (GLUTIL) po deleci téchto motivi na vliv transportni funkce taktéz ve funkcnich
studiich s radioaktivné znacenym uratem. Bylo pozorovano vyrazné signifikantni snizeni transportni
funkce transportéru ve sméru efluxu u vSech deletovanych motiv(, predevsim pak u tyrosinového
motivu YIKA. V obou castech byla exprese proteinu detekovana imunocytochemicky pomoci
bunécnych preparatl a jejich analyzy fluorescencni mikroskopii a chemiluminiscenci pomoci Western
blotl. Tyto predbéiné vysledky naznacuji, Ze vSechny uvedené motivy mohou mit vliv bud na
lokalizaci proteinu na membrdnu, anebo na mechanismus funkce transportu uratu. U delece
vytipovanych lokaliza¢nich motivl byl u mikroskopickych preparatl opakované pozorovan i signal
akumulovany uvnitf cytoplazmy bunék. Byly proto vytvoreny dalSi prepardty pro potvrzeni
kolokalizace tohoto signalu s ¢asnymi endozomy a lysozomy. V posledni ¢asti diplomové préace byl
zkouman smér prenosu uratu divokymi variantami transportéru GLUT9 v odliSnych inkubacnich
pufrech: HBSS, depolarizacnim HBSS pufru, HBSS pufru bez pfidani glukézy, KRP pufru
a bezglukdézovém pufru. Smér prenosu uratu ve sméru efluxu byl pozorovan u HBSS pufru, HBSS
depolariza¢niho pufru a KRP pufru, sniZzeni transportu ve sméru efluxu bylo pozorovano v HBSS pufru
bez pridani glukézy a mirny uptake, resp. zastaveni transportu bylo pozorovano v bezglukézovém
pufru. Vzhledem kjedinému opakovani experimentu a nesouladu svysledky publikovanymi

v literature se spi$ priklanime k zavéru, Ze jde spiSe o experimentalni artefakt.
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