Oponentsky posudek na diplomovou praci

Bc. EliSka Pacalova (2023): Identifikace bazolateralnich lokaliza¢nich motivi uratového
transportéru GLUT9 s vyuzZitim funkénich studii

Ve své diplomové praci se autorka zamétila na uratovy transportér GLUT9. Posuzovala vliv varianty
p.V114L a tii vytipovanych lokaliza¢nich motivii na schopnost transportu uratu a na membranovou
lokalizaci. Zamétila se i na vliv slozeni inkubacnich pufrii na smér transportu uratu.

Hodnoceni vysledkii z hlediska tviiréiho prinosu

Protein GLUT9 hraje kli¢ovou roli v reabsorpci kyseliny mocové v ledvinach. Na rozdil od jinych
uratovych transportéru se vyskytuje ve dvou izoformach. Jedna je lokalizovana na apikalni membrané
a druha na bazolateralni membran€. Diplomova prace Bc. Elisky Pacalové ptispéla k hlub§imu
porozuméni problematiky lokalizace izoforem GLUT?Y, a také k objasnéni dopadii vybrané
jednonukleotidové zamény a deleci na transport uratu. Zavéry diplomové prace jsou zesiroka
diskutovany a jsou podepieny velkym mnozstvim dat, coz ukazuje, Ze autorka odvedla v laboratofi
mnoho prace a peclivé vyhodnocovala jednotlivé experimenty.

Formalni kvalita
Formalni pozadavky na diplomovou praci byly dodrzeny. Prace obsahuje kvalitni obrazky, prehledné
grafy a tabulky.

Jazyk

Celkoveé ma prace velmi dobrou jazykovou uroven. Vyskytuji se pouze drobné gramatické chyby, jako
je pouzivani slova ,,standartni misto ,,standardni®, ¢i chybéni mezer pted procenty. Také se nékdy
opakuje to samé slovo v jedné vete.

Hodnoceni jednotlivych ¢asti diplomové prace

Teoreticky uvod

Tato Cast je velmi zdafile sepsana, podrobné je popsan protein GLUTY i lokaliza¢ni motivy. Autorka
jednoznaéné prokazala hlubokou znalost této problematiky. Nechybi ani podkapitoly o kyseliné
mocové a jejim vyznamu. Text dobie doplnuji obrazky.

Cile
Autorka jednozna¢né stanovila tii cile diplomové prace.

Material a pristroje
V tabulkach je peclivé a ptehledné vypsano vSe, co bylo pro experimenty potieba.

Metody

Metody jsou sepsany velmi podrobné a maji logickou strukturu. Nejedna se 0 pouhy souhrn protokold,
kazda podkapitola je vhodné uvedena vysvétlujicim komentarem. Kapitolu o mutagenezi dobie
doplnuji ilustraéni elektroforeogramy.

Vysledky
Jedna se o nejrozsahlejsi kapitolu diplomové prace, ve které jsou vysledky shrnuty prehledné
v tabulkach a grafech. Velmi dobie pisobi i obrazky z mikroskopu.

Diskuze

Autorka velmi podrobné diskutuje vysledky u kazdého ze tii cild diplomové prace. Odkazuje se na
velké mnozstvi literatury, z ¢ehoz je patrné, Ze o vlastnich vysledcich kriticky pfemysli a ze ma v této
problematice zna¢ny piehled. Na zacatku kapitoly autorka diskutuje také o zvolenych metodach.

Zaver
Autorka v této ¢asti zdatile shrnuje vysledky diplomové prace.



Dil¢i pFipominky k praci

Pokud jde o zkoumanou alelickou variantu, tak by bylo dobré se drzet zavedené HGVS nomenklatury.
Varianta V114L by se tedy méla psat jako p.V114L (nebo jeste 1épe jako p.Vall14Leu), jelikoz se
jedné o proteinovou sekvenci.

V préaci neni uvedeno, k jaké zaméné v ptipadé p.V114L doslo v kodujici sekvenci — z referencni
sekvence vyplyva, ze se mohlo jednat bud’ o ¢.340G>T, nebo ¢.340G>C.

Na zacatku je vysveétleno, ze GLUTIL je ,,dlouha™a GLUTOS je ,kratka“ varianta proteinu. Téchto
zkratek by bylo dobré se drzet a nepouzivat rizné popisy, jako ,,dlouhd varianta GLUT9*, ¢i,,u L
(dlouhé) i S (kratké) varianty“.

Pouzivanim zkratek GLUT9S V114L/V85L ¢i V85L/V114L se autorka ziejme snazila ukazat, ze se
jednd o tu samou variantu, jenze to mtize byt trochu matouci. Vhodnéjsi by bylo pouze ,,GLUT9S
p.V85L*.

V abstraktu je uvedeno, Ze u lokaliza¢nich motivi byl zjistén vliv na pfenos uratu — bylo by dobré
uvést, o jaky vliv slo.

Neni mi Gplné jasna véta ze strany 17, ze ,,Jednobodové zamény s vysokym vlivem na hladinu
kyseliny mocové jsou nejcastéji lokalizovany na intronu 4 a 6 ptivodniho genu SLC2A9.*

Na zacatku kapitoly 4 Metody by bylo dobré vysvétlit, co jsou u primert zkratky F a R — vysvétleni je
az v kapitole 4.4.2.

V kapitole Metody ziejmé vypadl obrazek ¢islo 8.

V kapitole 5 Vysledky jsou pasaze, které by se spi$ hodily do kapitol Teoreticky ivod a Metody.
Jednoznaéné do Metod patii kapitola 5.1 Vybér lokaliza¢nich motivii k oligonukleotidem fizené
mutagenezi.

V tabulkach 25, 27, 29 a 31 (,,Vysledky funk&nich studii aktivity *C znac¢eného uratu pro...«) by

Vv levém sloupci mélo byt uptfesnéno, ze v pripadé GLUTI9L a GLUT9S byl testovan wild type protein.
Navic by méla byt u GLUT9S uvadéna varianta p.V85L (misto V114L v tabulce 25 a V114L/V85L

v tabulce 27).

Ponékud zavadéjici je véta v Diskuzi na strané 78, Ze ,,U pacientd s touto vzacnou variantou dosud
nebyly nalezeny jiné mutace ve znamych uratovych transportérech vedouci ke snizeni transportni
funkce té€chto transportérii.*“ V diplomové praci nejsou podrobnosti o pacientovi s variantou p.vV114L,
na které by se dalo odkazat. Navic tato varianta zatim neni v databazi Ensembl, ani neni publikovana
Vv literatute.

V oddilu Literatura neni uplné sjednocené formatovani. Nékdy jsou uvedeni vSichni autofi a jindy
pouze prvni autor.

V Zavéru by pro piehlednost bylo mozna lepsi grafické rozdéleni do tii ¢asti, jako je to v kapitole Cile
diplomové prace.

Autorka v Zavéru pise o signifikantnim snizeni transportni funkce, avsak v tomto shrnuti chybi
konkrétni ¢isla a p-hodnoty.



Otazky do diskuze
Na stejné pozici jako p.V114L se nachazi varianta p.V114M (rs1398065085, ¢.340G>A). Jaky vliv na
transportni funkci proteinu byste u této varianty teoreticky ocekavala?

Byly jiz detekovany né&jaké delece ¢i nesynonymni varianty v oblastech vytipovanych motiva
12L.GL14, 33LL34 a 84YIKA87? Je z literatury znaimo néco o jejich vlivu na transport uratu, piipadné
jaky dopad byste u jednonukleotidovych zamén v téchto oblastech oc¢ekavala?

Lokalizace izoforem GLUT9 v proximalnich tubulech ledvin je dobfe prozkoumana. Je vsak néco
znamo o lokalizaci GLUT9 v epitelialnich bunkach choroidniho plexu?

V Praze dne 18. 5. 2023 MVDr. Katefina Pavelcova, Ph.D.



