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Abstrakt:

Kyselina moc€ova je u Clovéka a vysSich primatd hlavnim metabolitem vznikajicim
degradaci purinQ. Jeji zvySena hladina v séru, tzv. hyperurikemie, miaze byt pfic¢inou
vzniku dny a dalSich souvisejicich chorob. Pro fizeni urikemie maji vliv Cetné
transportni proteiny, které se nachazeji v epitelu proximalniho tubulu ledvin. PFi poruse
¢innosti nékterého z nich mize tedy byt naruSena hladina kyseliny mocové v krvi.
Celogenomovymi GWAS studiemi bylo zjisténo, Zze Casto byva pfi téchto patologickych
stavech postihnut transportér ABCG2, ktery se za normalnich okolnosti podili na
secernaci kyseliny mo¢ové do modi. Cilem prace je, na modelu nematurovanych
oocytl Zaby Xenopus laevis, ovéfit in vitro schopnost alelickych variant ABCG2
prenaset kyselinu mocovou. Tyto alelické varianty pochazeji z celogenomovych studii
provedenych Revmatologickym ustavem pfi 1.LF v Praze. Transport kyseliny mocové

bude srovnan s wild type variantou transportéru.
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Abstract:

Uric acid is a main metabolite of purine degradation in humans and in higher primates.
Its increased plasmatic level is called hyperuricemia and may be the cause of gout and
many other similar diseases. Uricemia is controlled by many transporters, which are
located in proximal tubule of human kidney. When some transporter have abnormal
function, the physiological plasmatic level of uric acid may be impaired. In genome
wide association study (GWAS) it was discovered that some hyperuricemia or gout
patients have ABCG2 protein damaged. This protein carries out uric acid from epithelial
cell to the urine. The goal of this diploma thesis is the determination of transport
capacity of ABCG2 allelic variants found via GWAS (Institute of Rheumatology of 1st
medical faculty UK in Prague) in vitro with Xenopus laevis oocyte expression system.

Uric acid secretion was compared with wild type variant.
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2. Uvod
2.1. Vyznam kyseliny mocové ve fylogenezi a fyziologii

Kyselina mocova (aniont urat) vznika z xantinu, jako kone&ny produkt degradaci
purind. Navazujici metabolickou drahou je pak hydroxylovana na 5-hydroxyizourat a
dale na allantoin. Prvni krok této reakce zajiStuje enzym urat oxidaza. Tento enzym je
u Clovéka a velkych opic (rody Simpanz, gorila, orangutan) pseudogenem a tak
nedochazi k jeho pfepisu do mRNA (Ramazzina et al. 2006; Kratzer et al. 2014)
Nasledkem toho neni kyselina moc€ova u téchto savcl dale metabolizovana, coz vede
ke zvySeni jeji hladiny v séru oproti ostatnim obratlovcidm s funkéni uratoxidazou.
Kyselina moc€ova v séru pusobi jako antioxidant, i kdyz se zda, zZe jeji role v ochrané
lipidG a proteinu je spi$ podruzna (Ames et al. 1981; Hershfield et al. 2010) Nicméné
kyselina mocova je schopna neenzymaticky reagovat s nékterymi typy radikall a
odstranovat je tak z plazmy (Kim et al. 2009). Dale byla také vyslovena hypotéza, Ze
diky podobnosti se stimulanty mozkové ¢innosti jako jsou kofein a nebo theobromin,
se kyselina moCova mohla podilet na stimulaci ristu mozku u primati a predku
Clovéka. Rovnéz poskytuje zfejmé ochranu proti toxickému pusobeni glutamatu a v
soucinnosti s gliovou tkani chrani pfed jeho uCinky vlastni neuronalni sit (Orowan E.
1955; Du et al. 2007). Zfejmé také brani monocytim ve stimulaci nadmérné
propustnosti cév prostfednictvim peroxynitrilového radikalu a nespecifickému praniku
do tkani, kde by mohli vyvolavat zanétlivou odpovéd (Scott and Hooper 2001). Zvyseni
sérové hladiny kyseliny mocové ma za nasledek zvySeni krevniho tlaku. U predkd
Clovéka, ktefi pfechazeli z kvadrupedni polohy do vzpfimeného postoje, mohla
kyselina moCova sehrat vyznamnou roli pravé ve stabilizaci krevniho tlaku. Timto
zpusobem tak nahradila ucinek chloridu sodného, jehoz pfijem v potravé byl u téchto
nasich prfedkd ziejmé nizky (Watanabe et al. 2002). Lze tedy shrnout, Ze ztrata
uratoxidazové aktivity a zvySeni hladiny uratu v séru vedla v evoluci k vytvoreni
podminek vhodnych pro vyvoj moderniho Clovéka. Dale také kyselina mocova
napomaha ochrané mozku, pomaha tlumit nezadouci projevy imunitniho systému,

podili se na redukci radikalového poskozeni tkani a napomaha udrzeni krevniho tlaku.

2.2. Poruchy hladiny kyseliny mocové v séru a jejich patologické dusledky

Centrem vylu€ovani kyseliny moc€ové je ledvina (asi 70%), resp. nefron a také epitel
stfeva (asi 30 %) - viz obr. 1. V ledviné je urat spolu s ostatnimi nizkomolekularnimi

latkami filtrovan v glomerulu. Nasledné dochazi k jeho masivni reabsorbci v
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proximalnim tubulu, pfiemz asi 5 % z né&j odchazi neresorbovano do definitivni moci.
V proximalnim tubulu muzZe dochazet také k secernaci uratu do primarniho filtratu.
Diurézou €lovék denné vylouci 300 - 800 mg kyseliny mocoveé. Normalni koncentrace
kyseliny mocCoveé v séru Clovéka (tzv. normourikemie) se pohybuje u muzi mezi 120 -
420 yM a u Zen mezi 120 - 340 yM . Hodnoty koncentrace vySSi nez tyto limity
oznacCujeme jako hyperurikemie. ZvySena hladina kyseliny moCové muize byt také
priCinou dny, onemocnéni, jez se projevuje mimo jiné srazenim krystalkd modci v
kloubech, jez ve svém dusledku vedou k chronickym zanétlivym projevim v kloubech
(Sundy and Hershfield 2007). Ve Spojeném Kralovstvi se odhaduje vyskyt dny na 2,5
% dospélych jedincu, ve Spojenych statech 3,9 % dospélych jedincu (Kuo et al. 2015;
Lawrence et al. 2008). Celogenomové (GWAS) studie prokazali souvislost mezi

rizikem vzniku dny a genetickymi predispozicemi (Vitart et al. 2008; Kolz et al. 2009).

Produkce

»

\ Kyselina mocova J/'

Sekrece ve Extracelularni tekutina Exkrece
stievu ledvinami
30 % 70 %

Obrdzek 1 Schéma vylucovani kyseliny mocové. Prevzato z (Bobulescu and Moe 2012)***

2.3.Celogenomové studie (GWAS)

Vliv riznych jednobodovych polymorfismu (SNP) pfedstavujicich alelické varianty se
vySetfuje prostfednictvim celogenomovych studii (GWAS - Genom Wide Association



Study). Prvni GWAS studie byla provedena v roce 2002 a zjisStovala korelaci vyskytu
SNP v genech NFKIL1, BAT1 a LTA s rizikem vzniku infarktu myokardu, pfi¢emz pravé
SNP v LTA ma souvislost s rizikem vzniku infarktu (Ozaki et al. 2002). Tyto studie jsou
obvykle navrzené a provadéné s dvéma sledovanymi skupinami - kontrolni a
pfipadovou, pfipadné se sleduje projev ur€itého fenotypového znaku. Nasleduje
izolace genomové DNA, detekce jednotlivych variant a vyhodnoceni signifikantné
vyznamnych variant (McCarthy et al. 2008)***. V pfipadé onemocnéni zpusobenych
zvysSenou koncentraci kyseliny mocové v krvi bylo provedeno mnoho celogenomovych
studii, které identifikovali jednobodové zamény Ci pfipadné jiné alelické varianty v
genomu Clovéka (S. Li et al. 2007; Vitart et al. 2008; Kolz et al. 2009; Kottgen et al.
2013). Tyto SNP postihuji transportni proteiny v proximalnim tubulu ledvin ¢lovéka,
kde dochazi k reabsorbci nebo sekreci uratu. Jednim z vyznamnych transportéru je,
vedle dalSich, protein ABCG2 (Dehghan et al. 2008; D. Zhou et al. 2014; R. Li et al.
2015; Stiburkova et al. 2017). Cilem této diplomové prace je provést in vitro analyzu
alelickych variant proteinu ABCG2 na transport kyseliny mocové. V nasledujicim
teoretickém uvodu uvedu zakladni prehled o proteinech transportujicich kyselinu
mocovou v proximalnim tubulu Clovéka, o struktufe a fyziologické funkci proteinu
ABCG2 a o znamych jednonukleotidovych polymorfismech v ABCG2 majicich vliv na

transport uratu.

2.4. Transportom v proximalnim tubulu nefron lidskych ledvin

Funkéni jednotkou sav€ich ledvin je nefron, skladajici se z proximalniho tubulu,
Henleovy klicky, distalniho tubulu a sbérného kanalku usticiho do ledvinné panvicky.
V proximalnim tubulu ledvin dochazi k sekreci Ci reabsorbci velké fady
nizkomolekularnich latek. Tubulus samotny je kryt tésnym epitelem s bufkami
opatfenymi kartaCovym lemem na apikalni strané. Na apikalni i bazolateralni
membrané epitelialnich bunék proximalniho tubulu lidskych ledvin se nachazi rfada
transportér, které se podileji na transportu kyseliny moc¢ové. Porucha kazdého z nich
muze zpusobit hyperurikemii, dnu, pfipadné dalS§i onemocnéni spojena s vysokou
koncentraci kyseliny moCové v plazmé. Na obrazku 2 uvadim strucny pfehled téchto

transportnich proteinu.
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Obrdzek 2 Transportom v epitelidlni burice proximdliniho tubulu lidské ledviny. Upraveno podle (Z.
Wang et al. 2019)***,

2.4.1. Transportér SLC22A8 - OAT3

OAT3 byl poprvé popsan u mysi postizenych osteoskler6zou jako membranovy protein
s dvanacti transmembranovymi smyckami. Protein u mysi je kddovan mRNA délky 2,1
kb a jeho polypeptid je tvofen 554 aminokyselinami. Molekularni hmotnost je okolo 66
kDa (Brady et al. 1999). U mysi je exprimovan v proximalnim i distalnim tubulu (Hwang
et al. 2010). Obdobné jako OAT1 je transportér OAT3 umistén na bazolateralni
membrané epitelialnich bunék proximalniho tubulu (Windass et al. 2007). Jak u
Clovéka, tak i u mySi se oba geny pro transportéry OAT1 a OAT3 vyskytuji na
chromozomu v tésné blizkosti, coz by mohlo byt vyhodné pro hospodarnou expresi
obou proteind v cilové tkani (Eraly, Hamilton, and Nigam 2003). Na modelu mysi s
knockoutovanym OAT3 byla zjist€na sniZzenéa secernace kyseliny mocové do mo¢i, coz
naznacuje, Ze kyselina mocova je substratem tohoto transportéru (Eraly et al. 2008).

Mezi dalSi substraty OAT3 vyluCované do modi patfi citrat, alfa-ketoglutarat, 4-
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hydroxyfenylacetat. V experimentalni praxi je hojné vyuzivany substrat estron-3-sulfat
(Wu et al. 2013; Windass et al. 2007). Transport substratu je zfejmé (stejné jako u
vSech ostatnich transportérd rodiny OAT) pohanén dikarboxylatovymi ionty, jako je
alfa-ketoglutarat (Pritchard 1988).

2.4.2. Transportér SLC22A6 - OAT1.

Tento transportér byl objeven v roce 1997 v ledvinach a v nizSi mife exprese i v mozku
mysi. V ledvinach je lokalizovan v epitelialnich burikach proximalniho tubulu. Transkript
je tvofen mRNA délky 2,5 kb, pficemzZ polypeptid obsahuje 546 aminokyselinovych
zbytkt s 11 transmembranovymi smyckami. Lidska varianta ma 550
aminokyselinovych zbytkl (Lopez-Nieto et al. 1997; Lu, Chan, and Schuster 1999). U
Clovéka se nachazi na chromozomu 11913.1-9q13.2 a ma Ctyfi sestfihové varianty
(Bahn et al. 2000; Makoto Hosoyamada et al. 1999). V dalSi praci byl potvrzen
transport organického aniontu para-aminohypuratu (Pavlova et al. 2000). MysSi ortolog
transporétru OAT1 byl lokalizovan na bazolateralni stranu epitelialnich bunék (Sweet,
Wolff, and Pritchard 1997). Rovnéz lidsky ortolog OAT1, vyznacujici se transportem
paraaminohypuratu, byl lokalizovan na bazolateralni stranu proximalniho tubularniho
epitelu ledvin (Lu, Chan, and Schuster 1999). Dale bylo zjisténo, ze OAT1 transportuje
kyselinu moCovou a to smérem do lumen nefronu (stejné tak i OAT3). DalSimi
substraty, jez jsou secernovany do proximalniho tubulu timto transportérem patfi
barvivo fluorescein nebo kliCkové antidiuretikum furosemid. Na modelu mysSi s
vyfazenym transportérem OAT1 byla zjisténa zménéna koncentrace 4-
hydroxyfenylpyruvatu, hydroxyfenyllaktatu, N-acetylaspartatu a 4-hydroxyfenylacetatu
a benzoatu v séru a moci, coz naznacCuje, Ze se jedna o substraty OAT1. U téchto mysi
je rovnéz sniZena secernace orotatu, uracilu, propyonilglycinu ¢i hexanoylglicinu (Eraly
et al. 2008, 2006).

2.4.3. Transportér SLC22A11 - OAT 4

Tento transportér byl popsan v roce 2000 v ledvinach ¢lovéka. Pozdéji byl detekovan
i v placenté. V jinych organech se nevyskytuje. Transportér je kédovan v ledvinach
2,21 kb dlouhou mRNA a tvofi ho 550 aminokyselin dlouhy polypeptid. V experimentu

na oocytech Xlaevis byl zjistén transport estron sulfatu, ochratoxinu A
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a paraminohippuratu. Transportér zajistuje uptake substratu, nikoliv jeho eflux (Cha
et al. 2000). DalSi vyzkum pfinesl poznatek, ze se OAT 4 nachazi na apikalni
membrané bunék proximalniho tubulu. Navic bylo zjiSténo, Ze jde o antiporter, ktery
prenasi substrat na ucCet gradientu dikarboxylatovych iontu (Ekaratanawong et al.
2004). Jednim z fyziologicky vyznamnych substratl je také kyselina mocova, urat,
ktera je timto proteinem vychytavana z moci a pfenasSena do cytoplazmy epitelialni
buriky. Tento uptake je 2,6 - krat zvySovan diuretikem hydrochlorothiazidem (Hagos et
al. 2007). Podil na absorbci kyseliny mocové byl potvrzen i celogenomovou studii, i
kdyZz nebyl prokazan vliv na vyskyt dny (Glazer et al. 2012). Ani v dalSi studii nebyl
potvrzen vliv na rozvoj dny, ale bylo ukazano, Zze poSkozeni transportéru muze byt
priCinou jistého subtypu typu dny, ktery spociva v snizeni renalni exkrece (RUE - renal

underexcretion) (Akiyama et al. 2014).

2.4.4. Transportér SLC2A9 - GLUT9, URATV1.
GLUT?9 byl popsan jako €len rodiny proteint transportujici glukézu. Gen SLC2A9, ktery

ho kdéduje, je umistén na chromozomu 4p15.3-16. Transkript o velikosti 1,9 kbp je
pfekladan do proteinu o velikosti 540 aminokyselinovych zbytkl s 12
transmembranovymi smyckami (Phay, Hussain, and Moley 2000). DalSi prace ukazali,
ze GLUT9 se vyskytuje ve dvou izoformach - kratké (12 exonu) a dlouhé (13 exona),
pricemz obé se liSi pouze v N-koncové sekvenci. Oba se vyskytuji v burikach epitelu
proximalniho tubulu ledvin, pfi¢emz kratka varianta na bazolateralni membrané a
dlouha spiSe na apikalni membrané (Augustin et al. 2004). Zahy vSak bylo zjiSténo, ze
GLUT?9 vykazuje transportni aktivitu pro kyselinu mocovou a to vétsi nez pro fruktézu,
o které bylo uvazovano jako o hlavnim substratu (Vitart et al. 2008). GLUT9 byl také
nalezen v chondrocytech lidské chrupavky a podili se tak zfejmé na depozici kyseliny
mocové do synovialni tekutiny kloubl pfi dnavych onemocnénich (Richardson et al.
2003). U mysi s knockoutem pro GLUT9 bylo zjisténo méstnani krystall kyseliny
mocové v nefronech, coz je znamka ztraty schopnosti reabsorbovat urat zpét do
krevniho obéhu. Specificky knockout GLUT9 u mysi v ledvinnych nefronech potvrzuje
predchozi zaveér, ale zaroven ukazuje, Zze hladina uratu v séru se téméf neméni. To
naznacuje existenci dalSich mechanismu zajistujicich homeostazu uratu v organismu
(Bonny et al. 2009; Auberson et al. 2018). U ¢lovéka byla rovnéz prokazana korelace

hladiny kyseliny moCové v séru a pfipadnymi jednobodovymi zaménami v sekvenci
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SLC2A9, pficemz v nékterych pfipadech dochazi i k selhani ledvin (Claverie-Martin et
al. 2018; Voruganti et al. 2015).

2.4.5. Transportér SLC22A12 - URAT1

URAT1 je kédovan genem SLC22A12 na chromozomu 11q13. Je to transportér
lokalizovany na apikalni strané epitelialnich bunék proximalniho tubulu a jde o
antiporter uratu za anionty. Svou pfitomnosti zajiStuje absorbci kyseliny mocové z
primarniho filtratu, tudiz jeho dysfunkce zpusobuje u pacientl snizeni jeji koncentrace
v plazmé (Enomoto et al. 2002). U mysSi s vyfazenou funkci tohoto transportéru dochazi
ke zvySeni koncentrace kyseliny mocové v definitivni moci o 39 %. Koncentrace uratu
v séru vSak byla témér stejna u divokych i knockoutovanych jedincl, coz naznacilo
pritomnost dalSich transportérd podilejicich se na reabsorbci uratu (M. Hosoyamada
et al. 2010). SoucCasné i u pacientl trpicich hypourikemii nemusi byt postizen
transportér URAT1, coz opét naznaCovalo uCast jinych transportnich proteind na
reabsorbci kyseliny mocové z primarni moci (Tzovaras et al. 2007). PoSkozeni URAT1
jednobodovymi zaménami ma vSak vzdy na svédomi hypourikemii. To podporuje
predpoklad, ze URAT1 je skutecné hlavni reabsorb¢ni transporter v lidskych ledvinach
(Ichida et al. 2004). Je znamo vice mutaci, které maji na svédomi sniZzenou transportni
schopnost proteinu a tudiz i snizenou hladinu uratu v séru (Claverie-Martin et al. 2018).
Transport kyseliny mocové timto transportérem Ize blokovat benzomaronem,
pyrazimadem nebo probenicidem (Ichida et al. 2004).
2.4.6. Transportér SLC17A1 (NPT1)

U Clovéka byl tento transportér detekovan jiz roku 1993. Je kdédovan 2,5 kb dlouhou
MRNA a predstavuje polypeptid o 467 aminokyselinovych zbytcich o molekulové
hmotnosti 51 kDa. Gen SLC17A1 je umistén na chromozomu 6p21.3 - p23.(Chong et
al. 1993). Homeologni protein se nachazi i u mysi, a to na chromozomu 13 (Chong
et al. 1994). Transportér NPT1 pfenasi substrat z cytoplazmy smérem do lumen
nefronu a to na ucet gradientu chloridovych iontd - funguje tedy jako antiporter.
Transport je blokovan furosemidem (Uchino et al. 2000). DalSi analog NPT1 se
vyskytuje u kralika, kde byl lokalizovan na apikalni membrané epitelialnich bunék
proximalniho tubulu. Jeho velikost byla stanovena na 64 kDa (Custer et al. 1993). U
Clovéka je rovnéz NTP1 lokalizovan na apikalni membrané proximalniho tubulu.

Fyziologickym substratem je kyselina mocova, ktera je stejné jako dalSi substraty
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ménéna za chloridovy iont. Mutace 1269T v sekvenci transportéru je Casto zodpovédna
za zvySenou secernaci kyseliny moc€oveé do primarni moci. Dal§im ze substratd tohoto
proteinu je experimentalné pouzivany substrat paraaminohyppurat (Chiba et al. 2015;
Iharada et al. 2010).

2.4.7. Transportér ABCC4 (MRP4)

Protein je u Clovéka lokalizovan v moCovém méchyfi, plicich a také v ledvinach, kde
se nachazi na apikalni membrané bunék proximalniho tubulu. Jako typicky ABC
transportér pfenasi substrat (kterym je také napfiklad cGMP a cAMP) prostifednictvim
energie uvolnéné hydrolyzou ATP (Kool et al. 1997). Molekularni hmotnost
transportéru se pohybuje okolo 150 kDa (Lai and Tan 2002). Transportér pfenasi
kyselinu mocovou a to dokonce souc€asné s pfenosem vySe zminéného cAMP, cGMP
(Van Aubel et al. 2004). Jednobodové zamény (napfiklad P1036L) v primarni struktufe

proteinu vedou ke zménam hladiny kyseliny mocoveé v séru (Kolz et al. 2009).

O ABCG2, dalsim z transportérl na epitelialnich bunkach proximalniho tubulu

pojednava dalsi kapitola.

2.5.ABCG2 ( BCRP ) jako dalsi z transportéra kyseliny mocové

Vyselektovany subtyp bunééné linie MCF-7 odvozené z karcinomu prsu vykazoval
rezistenci proti cytostatiku doxorubicinu. Zahy bylo zjisténo, Ze tato linie bunék
exprimuje transportér z rodiny ABC (ATP binding cassette), ktery aktivné z cytoplazmy
transportuje cytostatika metotrexat, daunorubicin a doxorubicin a tim zpUsobuje
rezistenci bunék k témto latkam. Transportér byl nazvan BCRP (Breast Cancer
Resistence Protein). Pozdéji byla potvrzena pfislusnost k ABC rodiné a gen a jim
kédovany transportér byl systematicky oznacen jako ABCG2 (Doyle, Ross, et al. 1998;
Miyake et al. 1999).
2.5.1. Struktura ABCG2

Primarni struktura ABCG2 ¢ita 655 aminokyselin, ma Sest transmembranovych
smycek, pficemz oba konce polypeptidu ¢ni do cytoplasmy (H. Wang, Lee, Cai, et al.
2008). Podjednotka transportéru se (stejné jako vSechny ABC transportéry) sklada z

nukleotid vazebné a transmembranové asti, které jsou navzajem spojené peptidovym
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linkerem (Laszlo et al. 2016). Nukleotid vazebna doména obsahuje oba Walkerovy
motivy - walkerdv motiv A v pozici G80-S89 a walkertv motiv B v pozici 1206 a D210
(Miyake et al. 1999). Walkerovy motivy se obecné ucastni vazby a hydrolyzy
ATP(Walker et al. 1982). Transportér je slozen ze dvou podjednotek o molekularni
hmotnosti 70 - 75 kDa, jez spolu dohromady tvofi homodimer (K. K. Kage et al. 2002).
Dimerizace probiha na zakladé oxidace SH skupin cysteinu v pozici 603. Dimer je
tedy spojen jednim disulfidickymi mustky, druhy mustek tvofeny cysteinem 608 je
intramolekularni (K. Kage, Fujita, and Sugimoto 2005; Wakabayashi et al. 2007;
Shigeta et al. 2010). ABCG2 je v endoplazmatickém retikulu glykosylovan na
asparaginu €. 596. Po odstranéni této glykosylace klesa podil maturovaného proteinu.
Naopak starSi clanky nepovazuji glykosylaci za nutnou podminku transportu
k membrané. V buné&nych liniich nebyla zjisténa fosforylace proteinu a nezda se, ze

by byla nutna pro transport (Mohrmann et al. 2005; Nakagawa et al. 2009). Strukturu

Y N-glykosilace

A Asn
Q Cys

Transmembranova doména

homodimeru ABCG2 schematicky ukazuje obrazek 3.

Extracelularni smycka \

Extracelularni prostor

Cytoplazmaticka
membrana

Cytoplasma

Nukleotid vazebna doména

Obr. 3. Schematické znazornéni transportéru ABCG2. Upraveno podle (Ishikawa et al. 2012)

Transportér ABCG2 je u Clovéka lokalizovan na chromosomu 4g21-g22. Gen ABCG2
ma délku 66 kbp a sklada se ze 16 exonu a 15 intron(. Prvni exon obsahuje
5’'neprekladanou oblast a druhy exon jiz obsahuje start kodon. Asi 450 parti bazi od
prvniho exonu proti sméru transkripce se nachazi CpG ostrov, promotor se naléza 312
bp upstream (Knutsen et al. 2000; Bailey-Dell et al. 2001). K zahajeni transkripce je
nutna demetylace vySe zminéného CpG ostrovu a promotorové oblasti (To et al. 2006;

Nakano et al. 2008). Po odstranéni téchto metylacnich znacek muze dojit ke spusténi
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transkripce. Zvlastnosti je zvySeni exprese ABCG2, pozorované u termorezistentni
bunécné linie pfi kultivaci za zvySené teploty (Stein et al. 2002).Proteosyntéza ABCG2
je zvySovana vazbou na aryl hydrokarbonovy receptor (AhR), na néjz se Casto vazi
xenobiotika. Jeho stimulace ligandem vede ke zvySeni transkripce i translace
transportéru (Ebert et al. 2005). Dale pak expresi ABCG2 zvysSuje stimulace receptoru
PPAR (Peroxisomal prolifarator - activated factor), pro néjz byl nalezen enhancer o
velikosti 150 bp vzdaleny 3796 paru bazi proti sméru transkripce. Tato regulace byla
popsana ve vice bunécnych typech (Szatmari et al. 2006; M. T. Hoque et al. 2015).
DalSim receptorem zvySujicim proteosyntézu transportéru je progesteronovy receptor
typu B (PRB). Naopak progesteronovy receptor typu A reprimuje ucinek PRB a expresi
spi$ snizuje. Vazebny region pro progesteronovy receptor se nachazi v pozici -243 az
+362 para bazi (H. Wang, Lee, Zhou, et al. 2008). PXR (Pregnane X receptor) receptor
ziejmé zvysSuje expresi ABCG2. Latky, jako jsou PCN nebo dexomethason, zvySuji
expresi prostfednictvim receptoru PXR. Naopak pfi podani antagonisty tohoto
receptoru, ketokonazolu, dochazi ke ztraté schopnosti upregulace (Whyte-Allman et
al. 2017). Vyznamnou drahou vedouci k regulaci syntézy ABCG2 je transkrip&ni faktor
CREB, ktery je aktivovan hladinou cAMP. Expresi ABCG2 muze snizovat anandamid
snizenim koncentrace cAMP a tim i fosforylaci CREB (Szilagyi et al. 2019). Fosforylaci
transkripéniho faktoru CREB dochazi k jeho vazbé na CRE motiv promotoru a indukci
exprese ABCG2. Fosforylace CREB faktoru je umoznéna napfiklad kinazami PI3K a
MAPK, které mohou byt Ffizeny aktivaci drahy pro EGF (epidermalni rastovy faktor)
(Xie et al. 2015). Exprese ABCG2 se také zvySuje pfi nadmérné syntéze Spatné
sbalenych proteinl, zplUsobenych nespravnou funkci endoplazmatického retikula.
Indukce exprese ABCG2 probiha totiz také prostfednictvim Xbp-1 a HIF - 1
rozpoznavacich sekvencich v promotorovych oblastech. ZvySeni exprese ABCG2 je
ziejmé& snahou bunék zbavit se latek poSkozujicich spravny folding proteind v
endoplazmatickém retikulu (Nakamichi et al. 2009). Pfi nizkém parcialnim tlaku kysliku
dochazi k inhibici degradace transkripéniho faktoru HIF-1, ktery po dimerizaci se svym
partnerem aktivuje transkripci genu pro ABCG2. Nizsi parcialni tlak kysliku tedy vede
k expresi ABCG2 (Nishihashi et al. 2017; Krishnamurthy et al. 2004). Mezi dalSi
transkripCni faktory spoustéjici expresi, zejména u rakovinnych bunék, patfi MSX-2.
Tento transkripni faktor spousti produkci ABCG2 interakci s faktorem SP1, jehoz
vazba na promotor je pro zahajeni transkripce zasadni. Tato regulace byla popsana

u bunécénych linii pochazejicich z karcinomu pankreatu (Hamada et al. 2012).
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Snizeni exprese ABCG2 muze probihat napfiklad pusobenim 17-B-estradiolu na
receptor ERa (Imai et al. 2005). Aktivita transportéru je také regulovana mnozZstvim
membranoveho cholesterolu. U bunék s membranou nabohacenou cholesterolem
roste transportni aktivita proteinu. Naopak buriky se snizenym obsahem cholesterolu
v membrané vykazuji snizenou aktivitu ABCG2. Za vazbu cholesterolu je zfejmé
zodpovédny motiv v okoli tyrosinu 413 (Telbisz et al. 2007; Gal et al. 2015). Kromé
cholesterolu také aktivitu proteinu co do transportu modifikuji ZluCové kyseliny jako
cholat, taurocholat a deoxycholat (Telbisz et al. 2012). Internalizaci a degradaci
ABCG2 v lysozomu spousti rostlinné alkaloidy jako kofein, teofilin €i difilin (Ding et al.
2012).

2.5.2. Substraty a inhibitory ABCG2

Prvni identifikované substraty jsou prevazné cytostatika, protoze transportér byl
objeven u nadorovych bunék rezistentnich pravé k lécbé témito latkami. Modelovym
substratem, ktery se zaroven fadi mezi klinicky vyznamna cytostatika je metotrexat (
kyselina(2S)-2-[(4-{[(2,4-Diaminopteridin-6-yl)methyl](methyl)amino}benzoyl)amino]
pentanediova) (Rajagopalan et al. 2002). Historicky prvnimi substraty identifikovanymi
jako substraty ABCG2 byla cytostatika daunorubicin, doxorubicin a rhodamin 123
(Doyle, Yang, et al. 1998). Pozdéji se ovSem ukazalo, ze daunorubicin a rhodamin 123
je prenasen pouze transportérem s jednobodovou zaménou R482G/T (Robey et al.
2003). Mitoxantron je také cytostatikum, které je transportovano prostrfednictvim
ABCG2, pfikemz transport metotrexatu je zfejmé& kompetitivné inhibovan
mitoxantronem (Volk and Schneider 2003; Ifergan et al. 2004). Z dalSich cytostatik
jmenujme preparaty sorafenib (4-[4-({[4-chloro-3-(trifluoromethyl) phenyllcarbamoyl}
amino)phenoxy]-N-methylpyridin-2-karboxamid), topotecan ((19S)-8-[(dimethylamino)
methyl]-19-ethyl-7,19-dihydroxy-17-oxa-3,13-diazapentacyklohenikosa-1(21),2,4(9),
5,7,10,15(20)-heptan-14,18-dion), sn-38 (7-Ethyl-10-hydroxy-kamptothecin) (Wilhelm
et al. 2008; Line et al. 1999; Kawabata et al. 2001).

V porovnani s terapeuticky pouzivanymi slou€¢eninami jsou fyziologické substraty malo
znamé. ABCG2 transportuje estron sulfat, 17-B-estradiol sulfat, dehydro-
epiandrosteron sulfat, 17-B-estradiol glukuronid, €ili konjugaty steroidu, jejichz vyskyt
lze oCekavat pfedevsim v jatrech, kde jsou v této formé vylu€ovany do Zlu€e (Imai et

al. 2003; Suzuki et al. 2003). DalSimi fyziologickymi substraty jsou vitaminy jako je
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kyselina listova (vitamin B9), riboflavin (vitamin B2) a menandion (vitamin K3) (Ifergan
et al. 2004; van Herwaarden et al. 2007; Shukla et al. 2007). K zajisténi redukcniho
prostfedi v burfice vyznamnou mérou napomaha tripeptid glutathion. Ukazalo se, ze
glutathion je substratem ABCG2 a je mozné, Ze epitelialni a jiné bunky jej secernuiji,
aby ve svém okoli pomohli zajistit alespor ¢aste¢né redukéni prostfedi (Brechbuhl et
al. 2010). ABCG2 transportuje z intracelularniho prostoru hem a dalSi porfyriny, ¢imz

muze chranit buiku pfed jeho Skodlivymi metabolity (Desuzinges-mandon et al. 2010).

Vyvoj inhibitord ABCG2 je velmi dulezitym farmakologickym tématem uvazime-li jeho
krucialni funkci v exportu cytostatik z nadorovych bunék. Jednim z klinicky vyuZitelnych
inhibitoru je latka KO143 (terc-butyl 3-[(2S,5S,8S)-14-methoxy-2-(2-methylpropyl)-4,7-
dioxo-3,6,17-triazatetracyclo[8.7.0.03,8.011,16]heptadeka-1(10),11,13,15-tetraen-5-
yllpropanoat) , ktera ovSem ve vysSi koncentraci inhibuje i jiné transportéry nez
ABCG2 (Allen et al. 2002; Weidner et al. 2015). V experimentalni praci se vyznamné
uplatiuje specificky inhibitor Fumitremorgin C, ktery byl izolovan z houby Aspergillus
fumigatus. Pro klinické vyuziti je tato latka diky své neurotoxicité nevyuzitelna
(Rabindran et al. 1998, 2000).

2.5.3. Vyznam ABCG2 v ledviné

V ledviné se transportér ABCG2 vyskytuje pfevazné na kartaCovém lemu epitelialnich
bunék proximalniho tubulu (Huls et al. 2008). Zde je jeho exprese fizena receptorem
pro antidiureticky hormon (arginin-vazopresin) a to tak, ze pfi jeho vylou€eni do krve z
neurohypofyzy je tento receptor obsazen a dochazi ke stimulaci exprese transportéru.
et al. 2016). Exocytéza ABCG2 je v ledviné (stejné tak ve stfevnich enterocytech)
regulovana parathormonem. Jeho vylouCeni z pfistitnych télisek zpusobuje
endocytézu ABCG2 z apikalni membrany, coZz ma za nasledek zvySeni koncentrace
kyseliny mo€ové v séru (Sugimoto et al. 2017). Stejné tak se zda, Ze inzulin snizuje
exocytézu ABCG2 na apikalni membrané bunék proximalniho tubulu (a naopak
zvySuje expresi transportéru URAT1). Pfi nadmérném snizeni hladiny inzulinu v krvi
se tedy snizuje clearance uratu do moci. (Toyoki et al. 2017). Kalcitriol, hormon, ktery
reguluje resorbci vapniku a fosfatd v ledviné, ma inhibi¢ni vliv na transport
prostfednictvim ABCG2. Dosavadni studie byla provedena pouze na urovni bunécné

kultury (Tan et al. 2018). Zatim ov8em neni znam fyziologicky vyznam téchto regulaci.
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ABCG2 je v ledvinach zfejmé zodpovédny za transport xenobiotik a metabolickych
odpadnich produktu, coz odpovida pfedpokladu, Ze jde o protein u¢astnici se ochrany
tkani pred poskozenim toxickymi latkami. Do primarni moci pomaha z krve vyluCovat
Cetna  xenobiotika, napfiklad  6-hydroxy-5,7-dimethyl-2-  methyl-amino-4-(3-
pyridylmethyl) benzothiazol sulfat, 3-Methyl-1-fenyl-2-pyrazolin-5-on- sulfat, a dalsi. Za
povSimnuti stoji, ze metabolity téchto |éCiv jsou transportovany spis ve sveé sulfatované
podobé a nikoliv konjugované s glukuronidem (Mizuno et al. 2002, 2007). Byl zjistén
transport indoxyl sulfatu, coz je jeden z metabolitll, ktery se hromadi v krvi a zpUsobuje
chronické onemocnéni ledvin. Naopak kyselina hippurova ziejmé neni timto proteinem
transportovana (Takada et al. 2018). Rovnéz se zda, Ze se ABCG2 podili na
vylu€ovani derivatl pohlavnich hormonl konjugovanych s glukuronidem, jako jsou
etiocholanolon glukuronid a dihydrotestosteron glukuronid (Basit et al.
2019). Transportér v ledvinném epitelu se podili také na eliminaci rtutnatych iontd,
které jsou ukladany predevsim v ledvinach, ale i v jinych organech. Eflux Hg?* iontt
probiha ziejmé prostfednictvim konjugatd se slouCeninami tvoficich disulfidické
mustky (Bridges et al. 2015).Transport timto proteinem je blokovan nékterymi latkami
které se mohou vyskytovat v krvi, jako je jiZ zminény hippurat, indol-3-acetat nebo
kyneurat. Naopak oxalat, putrescein i kyselina cholinova neinhibuji pfenos latek
prostfednictvim ABCG2 (Mutsaers et al. 2011).Hlavnim fyziologickym substratem v
ledvinach se zda byt kyselina mocova, urat. Stejné jako dalSi substraty, ABCG2
secernuje urat na apikalni membrané epitelidlnich bunék, tedy na jejich kartaovém
lemu (Woodward et al. 2009). VySSi koncentrace kyseliny mocové (vice nez cca 4,0
mM) inhibuje transport prostfednictvim ABCG2. Méfenim enzymatické kinetiky byla
zjiSténa Michaelis - Menteovska konstanta Km = 8,24 mM a maximalni transportni
rychlost 6,96 nmol/min (Ichida et al. 2009). Na epitelialnich bufikach proximalniho
tubulu tak zfejmé dochazi nejen k reabsorbci, ale i k sekreci kyseliny mocové. Na jejim

transportu obéma smeéry se podileji vySe zminéné transportéry.

2.5.4. Vyznam ABCG2 v dalsich organech
254.1. Jatra

U Clovéka nalézame expresi ABCG2 na kanalikularni membrané hepatocytt (Fetsch
et al. 2006). Mezi fyziologické substraty prenasené ABCG2 v jatrech patfi estrogen-1-
sulfat & dehydroepiandrosteron, taurocholat, estradiol-17-D-glukuronid a dalSi

konjugované latky, pfiCemz vyssi je afinita k latkdhm s konjugovanou sulfonovou
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skupinou (Suzuki et al. 2003). ABCG2 nema zfejmé velky vyznam pro transport
ZluCovych kyselin, nebot dochazi v jejich pfitomnosti k inhibici jeho ATPazové aktivity
(Telbisz et al. 2013). Také 17-B-estradiol jak samotny, tak konjugovany se sulfonovou
skupinou spi$ transport inhibuje (Imai et al. 2003). Z toho Ize usuzovat, ze ABCG2 ma
vétsi vyznam jako transportér pfenasejici xenobiotika, jako jsou nejriznéjsi metabolity
pochazejici napfiklad z traveni potravy, jako je benzo-a-pyren, 2-amino-1-methyl-6-
fenyl-imidazol(4,5)pyridin (PHiP), ochratoxin A ¢&i aflatoxin B1 (Pavek et al. 2005; van
Herwaarden et al. 2006; Schrickx et al. 2006; Kranz et al. 2014).

2.54.2. Stievo

Transportér je zastoupen v epitelu po celé délce travici trubice, pfiCemz mira jeho
exprese distalnim smérem klesa. Nejvétsi zastoupeni je v oblasti duodena (Gutmann
et al. 2005). Eflux cizorodych latek probiha smérem do lumen stfeva. Byla zjisténa
exkrece vitaminu B2 nebo feoforbidu A, coz je metabolit vznikly travenim chlorofylu,
obsazeného v rostlinné stravé (Jonker et al. 2002; van Herwaarden et al. 2007).
Nejlépe jsou transportovany xenobiotika konjugovana se sulfonovou nebo
glukuronovou skupinou (Adachi et al. 2005; Sesink et al. 2006). Naproti tomu pfirozené
soucasti Zlu€e, kyselina cholova nebo glykocholat jsou timto proteinem transportovany
vyrazné méné. Na sekreci téchto ZluCovych kyselin se podili jiné transportni proteiny
(Telbisz et al. 2014). Dulezity je fakt, ze kyselina mocCova je asi z jedné ftretiny
vyluCovana epitelem stfeva, které tak tvofi hned po ledvinach dalsi ddlezitou tkan
zajistujici jeji exkreci. Na tomto dé&ji se podili pravé transportér ABCG2 (Hosomi et al.
2012).

2.5.4.3. Centralni nervova soustava

Endotel mozkovych kapilar obsahuje na apikalni membrané transportér ABCG2 a to
jak u Clovéka tak i u jinych zivocichu (Maliepaard et al. 2001; Fetsch et al. 2006; Yousif
et al. 2007). Naopak ani neurony ani podplrné gliové bunky tento transportér
nesyntetizuji (Aronica et al. 2005). Protein zde opét pini zfejmé funkci pfenasece
xenobiotik, ktery doplfiuje ochranou funkci hematoencefalické bariéry. Potvrzena byla
jeho vyznamna funkce v efluxu cytostatik sorafenib Ci regorafenib. Koncentrace
afatinibu v mozku stoupa pouze pfi vyfazeni ABCG2 a soucCasné i transportéru

ABCB1, takze se zda, ze oba tyto transportéry pracuji na mozkovém endotelu
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komplementarné (Lagas et al. 2010; van Hoppe et al. 2017; Kort et al. 2015).
Transportér je downregulovan v pfitomnosti B-amyloidu, coz je peptid, ktery se
vyskytuje pfi Alzheimerové chorobé. Je tedy mozné, ze degenerativni zmény pfi této
chorobé jsou zpUsobeny, kromé samotného ucinku B-amyloidu, také poskozovanim
mozku Skodlivymi latkami, jejichz exkrece vlivem snizeni funkce ABCG (a takeé dalSich
transportérti) selhava (Shubbar et al. 2018). Prekvapivé zvySeni obsahu
nekonjugovaného bilirubinu v plazmé ma za nasledek snizeni exprese ABCG2 na
endotelu mozkovych kapilar (Xu et al. 2016). ABCG2 byl také identifikovan na epitelu
plexus choroideus, kde zfejmé opét plni funkci exportéru xenobiotik (Maliepaard et al.
2001). U potkant bez exprese ABCG2 byla zjisténa vy$Si plazmaticka koncentrace
anestetika ketamin, které bylo t€émto potkanim podano. Tento jev opét naznaduje
funkci ABCG2 jako exportéru cizorodych latek zpét do krve a tak podporuje funkci

hematoencefalické bariéry (Ganguly et al. 2018).

2.54.4. Varle

Na tzv. hematotestikularni bariéfe, tvofené Sertolliho, Leydigovymi a myoidnimi
burikami, byla zaznamenana exprese ABCG2 (Fetsch et al. 2006). Transportér je u
Clovéka exprimovan v intersticialni tkani, a to na endotelu krevnich kapilar a vytvari
tak moznost exkrece xenobiotik proniklych do tkané varlat zpét do krve (Dankers et al.
2012). Jini autofi detekovali transportér i na apikalni membrané myoidnich bunék (Bart
et al. 2004). P¥i inhibici ABCG2 dochazi k hromadéni xenobiotik v Sertoliho burikach
(M. Hoque et al. 2015). Steroidni hormony testosteron, progesteron a androstenedion
ziejmé inhibuji export prostfednictvim ABCG2 (Dankers et al. 2012). Na druhou stranu
transportér pfenasi glukuronidované konjugaty etiocholanolonu a dihydrotestosteronu
i kdyz s nizSi afinitou nez transportéry rodiny MRP (Basit et al. 2019). Dale je
transportér exprimovan na apikalni membrané spermatid ve stadiu VI az VI, kde
ziejmé tvofi komplex se siti aktinovych filament (prostfednictvim proteind ARP3 a
EPS8) a pfispiva tak k pribéhu apikalni ektoplazmatické specializace spermatid (Qian
et al. 2013).

2.5.4.5. Placentalni tkané

Dalsi tkani, kde ABCG2 hraje roli transportéru xenobiotik je syncitiotrofoblast. U mysi
se nachazi v labyrintu, kde transportuje substrat do lumen kapilar matcina krevniho
obéhu a tak redukuje prestup téchto latek do fetalni krve (Ceckova et al. 2006; Zhang
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et al. 2007). Obdobny zaveér Ize vyvodit i z transportni studie provedené na placentach
potkana (Reznicek et al. 2016). ABCG2 ma na svédomi rovnéz pfenos Zlucovych
kyselin, jako je taurocholat, glykocholat a taurocholat-3-sulfat z plodu do matefskych
tkani (Blazquez et al. 2012). Jako pfiklad regulace uvedme down regulaci ABCG2
prostfednictvim anandamidu, ktery stimuluje receptor CB2, ktery ve svém dusledku
snizuje mnozstvi cAMP v epitelialni bunce a prostfednictvim CREB transkripéniho
faktoru i expresi ABCG2. Pfi poruchach hladiny tohoto neurotransmiteru, anandamidu,
tedy mize dochazet ve svém dusledku k oslabeni detoxifikacni funkce ABCG2 na
epitelu placenty (Szilagyi et al. 2019). Také zde zfejmé dochazi k transportu estron
sulfatu a 17-B-estradiol sulfatu zpét do matefského krevniho obéhu, jak bylo ovéfeno

v in vitro pokusech s polarizovanymi burikami LLC-PK (Imai et al. 2003).

2.5.4.6. Fenotyp postranni populace

Znamym substratem ABCG2 je fluorescenéni barvivo Hoechst 33342. Nékteré
kmenové bunky jsou toto barvivo schopny aktivné vylu€ovat ze své cytoplazmy. Tyto
buriky vykazuji tzv. fenotyp postranni populace, ktery byl poprvé identifikovan v
mySi kostni dfeni a jehoz Ize vyuzit pro rychlou identifikaci tohoto subtypu kmenovych
bunék (Goodell et al. 1996). Exprese ABCG2 je nezbytna pro vznik této subpopulace
kmenovych bunék, ktera u jedincl s experimentalnim knockoutem tohoto transportéru
zcela chybi (S. Zhou et al. 2002). U hematopoetickych kmenovych bunék je vyskyt této
subpopulace dan pouze expresi ABCG2, u dalSich typd kmenovych bunék jsou to i
jiné ABC transportéry (Scharenberg et al. 2017). Populace postrannich kmenovych
bunék byla prokazana v tkanich plic, slinivky, zubni dfeni, Co¢ky oka a srdci (Lechner
et al. 2002; Summer et al. 2003; Martin et al. 2004; Oka et al. 2010).

2.6. Alelické varianty ABCG2 a jejich vliv na transport kyseliny mocové v ledviné

Jak jsem uvedl vySe, na reabsorbci kyseliny mo¢ové v proximalnim tubulu se podili
fada transportérd. Jako prvni dva transportéry zasadni pro transport uratu byly
objeveny URAT1, jehoz defekt zpusobuje u pacientd hypourikemii, tedy patologicky
nizkou hladinu kyseliny mo€ové v plazmé (Enomoto et al. 2002). Druhym zasadnim
transportérem je SLC2A9, znamy jako GLUT9, u néhoZz byl rovnéz prokazan vliv na

sérovou hladinu uratu. Pfi defektu tohoto transportéru vznika naopak hyperurikemie
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(Doring et al. 2008). DalSi studie ukazaly, Zze na sérovou hladinu kyseliny mocové ma
vliv i dalSi transportér, a to sice ABCG2, jehoz dysfunkce zplUsobena alelickymi
variantami se ucastni na vzniku hyperurikemie a dny. Woodward identifikoval, Ze
alelicka varianta Q141K je vyznamna pro vznik hyperurikemie a dny, a Ze pfimo
ovliviluje transport uratu na modelu oocytd Xenopus laevis (Dehghan et al. 2008; Kolz
et al. 2009; Woodward et al. 2009).

Dna je onemocnéni charakterizované ukladanim krystall kyseliny mocové v kloubech.
Vznik téchto krystall je zpUsoben dlouhodobé zvySenou hladinou kyseliny mocové.
Nespravna funkce ABCG2 v ledvinach ma vliv na rozvoj hyperurikemie, tedy zvySené
koncentrace kyseliny mocové v plazmé. Studie provedena na Japonské populace
ukazala, Ze dysfunkce transportéru ABCG2 ma na rozvoj hyperurikemie vysSi vliv nez
jiné environmentalni faktory (napfiklad vék, alkoholismus nebo obezita) (Nakayama et
al. 2014). Vyjma dny muaze hyperurikemie zplsobovat hypertenzi, vznik mocovych
kamenu a rozvoj dalSich kardiovaskularnich a nefrologickych onemocnéni (Feig, Kang,
and Johnson 2008)***. Hyperurikemii mizeme z hlediska clearance kyseliny mocové
do modi délit na nizkou renalni exkreci (dale jen RUE) a pretiZzeni ledvin (dale jen
ROL). U zhruba deseti procent pacienti s dnou se vyskytuje pravé poSkozeni
transportéru ABCG2 ze 75 % a vic. Snizeni funkce ABCG2 na jednu Ctvrtinu a méné
pfitom vede k ROL formé hyperurikemie, posSkozeni funkce z poloviny a méné vede
spi$ k RUE typu hyperurikemie (Ichida et al. 2009; Matsuo et al. 2014).

2.6.1. Q141K (C421A, rs2231142)

Alelicka varianta Q141K byla popsana Deghanem et al. a zpUsobuje zvySeni hladiny
uratu v séru a vznik dny (Dehghan et al. 2008; Phipps-Green et al. 2010; Yamagishi
et al. 2010). In vitro provedeny experiment na membranovych vaccich ukazal, ze tato
varianta sniZuje transport kyseliny mocové pfiblizné na 50 % oproti wt varianté ABCG2.
Je ale také mozné, Ze varianta spi$ ovliviiuje zacileni proteinu na apikalni membranu.
Exprese této alelické varianty v bunécné kultufe bunék Flp-In-293 byla zhruba
polovi¢ni v porovnani s wild type variantou. Po aplikaci proteazomalniho inhibitoru
MG132 vS8ak tato hodnota vzrostla dvojnasobné. Tato skute€nost naznacuje, ze za
mensi transportni kapacitou stoji degradace transportéru v proteazomu (Imai et al.
2002; Enomoto et al. 2002; Furukawa et al. 2009). Mutace také zfejmé ovliviuje

rozlozeni naboje na nukleotid vazebnou a transmembranové ¢asti transportéru, zfejmé
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vSak neovliviiuje dynamiku transportu(Laszl6 et al. 2016). Jeji vyskyt v populaci se

udava 11,9 % Ensembl.

2.6.2. V12M (G34A, rs2231137)

Tato mutace zplsobuje, Ze nasyntetizovany protein nezacili na apikalni membranu
epitelialni bunky, coz pochopitelné snizuje secernaci kyseliny mocové (pfipadné jiného
substratu) do moci. ATPazova aktivita transportéru neni touto mutaci postiZzena.
(Izuarai et al. 2004). Na zakladé studie pacientd s dnou v €inské populaci se zjistilo,
Ze je u nich tato varianta zastoupena, ale spiS snizuje pravdépodobnost rozvoji dny.
Nelze ji tedy pouzit k odhadu rizika jejiho vzniku (na rozdil od Q126 a Q141K) (D. Zhou
et al. 2014). Vyskyt v Japonské populaci €ini 37,7 %. Varianta nema vliv na samotny
transport kyseliny mocové (Ichida et al. 2009). Jedna se o alelickou variantu, ktera je
v ramci populace ve vysoké frekvenci (Zamber et al. 2003; Kondo et al. 2004). V

populaci se objevuje v Cetnosti 15,8 % Ensembl

2.6.3. Q126X (C376T, rs72552713)

Poprvé byl tento polymorfismus identifikovan v Japonské populaci, jako haplotyp, ve
kterém neni ABCG2 vlibec exprimovan, nebot na pozici Q126 je vsazen misto
glutaminu stop kodon (Imai et al. 2002). Pozdé&jsi studie ukazaly, Ze tato varianta by
se méla nalézat ve frekvenci v 5,5 % v Japonské populaci (Ichida et al. 2009). Také v
populaci Koreje byla tato varianta identifikovana (u 1,9 % probandu) (Lee et al. 2007).
Mutace Q126X je také spfazena s tzv. Junior krevnim antigenem v Asijské populaci
(Junior antigen pfitomny na erytrocytech zplsobuje hemolytickou anemii napf. pfi
transfuzich) (Saison et al. 2013). V Japonské populaci Junior - antigen pozitivnich
jedincl je varianta Q126X zastoupena v 80 % pfipadd (Tanaka et al. 2018). Na
membranovych vaccich bylo ukazano, Ze tato varianta zcela eliminuje transportni
schopnost ABCG2 pro kyselinu mocCovou (Ichida et al. 2009). Haplotyp Q126X

signifikantné zvysuje riziko vzniku dny svého nositele (R. Li et al. 2015).
2.6.4. T153M (C458T, rs753759474)

Objevena byla v roce 2004 ve vzorcich mRNA z tficeti bunécnych linii rezistentnich k
cytostatikim. Naopak u zdravych jedincu pfisluSejicich ke kavkazské populaci se
varianta nevyskytuje Mizuarai et al.2004. Zaména na této pozici se nachazi v nukleotid
vazebné doméné ABCG2 a mohla by tak ovliviiovat vazbu nebo hydrolyzu ATP.
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Varianta se vyskytuje u €eskych pacientld s dnou, ovdem prukaz jeji souvislosti se

vznikem onemocnéni na modelu in vitro dosud chybi (Stiburkova et al. 2017).
2.6.5. S476P (nepopsana)

Zaména S476P byla nalezena u Ceskych pacientd s dnou. Nachazi se na spojovacim
linkeru mezi druhou a treti transmembranovou smyckou. Vliv varianty na transport
uratu zatim neni znam (Stiburkova et al. 2017). Recentni publikace Zambo et al. (2009)
uvadi snizeni ATPazové aktivity a soucasné signifikantni snizeni transportu barviva
Hoechst 33342.

2.6.6. R147W (C439A, rs372192400)

Tato varianta nalezena v Ceské kohorté pacientl s dnou, ale stejné jako u alelické
varianty T153M chybi experimentalni prikaz jeji pfimé souvislosti s hyperurikemii.
Zameéna nabitého argininu za tryptofan by mohla ovliviiovat vazbu nebo hydrolyzu ATP
na nukleotid vazajici doméné ABCG2 (Stiburkova et al. 2017). Opét jako u pfedchozi
varianty byla v sou€asnosti potvrzena nulova exprese takto mutovaného transportéru
na membrané bunék a z toho plynouci signifikantné nulova transportni kapacita
(Zambo et al. 2019).

2.6.7. D620N (G1858A, rs34783571)

Vyskyt varianty D620N byl potvrzen u nahodného vzorku pochazejiciho z devadesati
etnickych skupin ve frekvenci 1,1 %. Zaména se vyskytuje na extracelularni smycce
pfed zaCatkem posledni transmembranové Sroubovice (Honjo et al. 2002). Na apikalni
plazmatické membrané je tato alelicka varianta exprimovana ve vétsi mife (asi 2,4 x
vice) v porovnani s wt, ale transportni kapacita pro mitoxantron je snizena na 50 %
(Vethanayagam et al. 2005). Naopak u jinych buné&nych linii transfekovanych ABCG2
s touto variantou se uvadi snizena exprese na membrané a horsi transportni kapacita
(Yoshioka et al. 2007). Naproti tomu Morisaki et al. uvadi nezménény transport
mitoxantronu u této varianty (Morisaki et al. 2005). Vyskyt byl rovnéz popsan v kohorté
pacientl trpicich dnou a stejné jako u predchozich variant se predpoklada snizena
schopnost transportovat urat. Nicméné stejné jako u pfedchozich variant nebyla
experimentalné prokazana mozna korelace mezi touto variantou a vyskytem dny
(Stiburkova et al. 2017).
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2.6.8. F373C(T1118A, rs752626614), T434M (C1301T, rs769734146)

Tato alelicka varianta byla popsana u skupiny pacient(i z Ceské republiky trpicich dnou
a dosud u ni nebyla experimentalné prokazan vliv na rozvoj hyperurikemie a dny
(Stiburkova et al. 2017). Zatim neni k vlivim této varianty na transporter ABCG2 nebo
klinicky stav pacientd dostatek jinych dat. Varianta T434M se nachazi na prvni
extracelularni smyc€ce spojujici prvni a druhy transmembranovy a-helix, kde nahrazuje
polarni threonin za hydrofobni methionin. Varianta F373C se nachazi na
polypeptidovém linkeru spojujicim nukleotid vazajici a transmembranovou doménu
transportéru. Obé zamény snizuji transport barviva Hoechst 33342, pfiemz T434M

dokonce zvySuje ATPazovou aktivitu ( F373C ji neméni) (Zambo et al. 2019).

2.6.9. K360del (rs750972998)
Varianta K360del pfedstavuje deleci tfi nukleotidl kédujicich lysin v polypeptidovém
linkeru spojujici nukleotid vazajici a transmembranovou podjednotku ABCG2. Jelikoz
se lysin 360 nachazi v polypeptidovém fetézci velmi blizko mistu s dalSi
jednoaminokyselinovou zaménou (F373C), da se oCekavat obdobny vliv. Vzhledem k
tomu, Ze jde o deleci jedné aminokyseliny je mozné, Ze efekt na transport bude
minimalni. Jeji vyskyt byl rovnéz popsan u ¢eskych pacientu s dnou (Stiburkova et al.

2017). V ramci globalni populace se udava hodnota 0,0107 % Ensembl.
2.6.10. 1206L (A616C)

Alelicka varianta 1206L byla objevena na zakladé celogenomové studie u jedenacti
riznych populaci (Zamber et al. 2003). Varianta vykazuje snizenou expresi na apikalni
membrané bunék. Naopak transportni schopnosti proteinu (pro
cytostatika mitoxantron a metabolit feoforbid A jsou vy$Si nez u divoké varianty
(Vethanayagam et al. 2005). Souvislost s rozvojem hyperurikemie a dny zatim nebyla

testovana.

2.6.11. K86M

U této varianty dochazi zcela k potlaceni transportu i ATPazové aktivity a transportér
se stava zcela nefunkénim. Zameéna lysinu za methionin se odehrava v katalytickém
misté (Ozvegy et al. 2002). Pfi transfekci do bunék se ukazalo, Ze protein s touto
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mutaci je zacilen do Golgiho aparatu, ¢emuz odpovida nizSi celkové proteosyntéze.
Transport Hoechst 33342 je signifikantné snizen (Henriksen et al. 2005; Zambo et al.
2019).

2.6.12. M71vV

Tento haplotyp se vyskytuje pfiblizné u 1 % madarské populace a zpusobuje pfiblizné
polovi¢ni expresi ABCG2 na membranach Cervenych krvinek. Protein s touto mutaci
ma zachovanou jak glykosilaci, tak i transportni funkci. U homozygotd muze tato

varianta pfispét ke vzniku dny (Zambo et al. 2018).

3. Cile diplomové prace

Na zakladé spoluprace s Revmatologickym ustavem pfi 1.1ékafské fakulté univerzity
Karlovy jsem testoval in vitro tyto alelické varianty transportéru ABCG2: V12M, Q141K,
R147W, T153M, delece K360, F373C, T434M, S476P, S572R, D620N.

Cilem diplomové prace bylo otestovat hypotézu, ze vysSe uvedené alelické
varianty zpusobuji vznik hyperurikemie, pfipadné dny na zakladé snizené
schopnosti proteinu ABCG2 transportovat v proximalnim tubulu kyselinu
mocovou z krevniho pélu do primarni mo€i, popripadé ji secernovat do lumen
streva. Jako testovaci model jsem zvolili nematurované oocyty Zaby Xenopus laevis
s arteficialné exprimovanym proteinem ABCG2 s vnesenymi alelickymi variantami.
VSechny testované varianty byly identifikovany pomoci celogenomovych studiich

provedenych na populaci 250 ¢eskych pacientl s hyperurikemii a dnou.
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4. Material a metody
4.1. Material
Kit pro transkripci in vitro - mMessage mMachine kit T7 - Invitrogen AM1344.

Oligem fizena mutageneze - Geneart site directed mutagenesis kit - Invitrogen
A13282. Chemokompetentni bakterie DH5a - Thermo 18265017 .

Blotovaci PVDF membrana - Immobilon P transfer membrane 7x8,4 cm Millipore.
Akrylamid ve smési bis-akrylamid 30 % (29:1) - Sigma A3574.

Laemly pufr 2x koncentrovany - Sigma S3401-1VL.

Pevna puada pro kultivaci bakterii - Oxoid nutrient agar CM0003.

Tekuta pada pro kultivaci bakterii Oxoid tryptose phosphate broth CM0283.

Kit pro izolaci plazmidl - Promega pureyield plasmid miniprep A1222.

Kit pro izolaci plazmidi ve velkém objemu - Hipure plasmid filter maxiprep kit
Invitrogen K210016.

4.2.Plazmidy, oligonukleotidy a chemikalie
ABCG2 - plazmid pCMV6-AC ABCG2, Origene SC320948

URAT1 - plazmid pcDNA3 CMV SLC22A12, Invitrogen.

Primery - IDT Integrated DNA technologies, Leuven, Belgie.

Restrikcni endonukleazy EcoR1 a Xho1 - Fast digest, Theromfisher.

DNA marker Gene Ruler 1 kb DNA ladder - Thermo Scientific.

Ampicilin - zasobni vodny roztok o koncentraci 100 mg/ml.

Kolagenaza z Clostridium histolothicum

Sigma Protease Inhibitory Coctail - Sigma Aldrich P8340-1ML.

Primarni protilatka proti ABCG2 (kralik) D5V2K Cell signaling.

Primarni protilatka proti f-aktininu (mys) 8H10D10 Cell signaling.

Primarni protilatka proti SLC22A12 (kralik) HPA 024575 Sigma.

Sekundarni krali¢i protilatka proti mySim protilatkam s konjugovanou kienovou
peroxidazou A90-117P Bethyl.

Sekundarni kozi protilatka proti krali€im protilatkdm s konjugovanou kifenovou
peroxidazou A9169-2ml Sigma

Chemiluminiscenéni substrat Westar Supernova.

Scintila¢éni koktejl Ultima Gold.

Izotopy - Uric acid 14C MC1394, Hartman Analytic, Némecko.
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Anestetikum MS-222 (Trikain methansulfonat) Sigma - Aldrich.
Ostatni chemikalie - Sigma-Aldrich spol. s r.o. Praha,

Penta - Ing.Petr Svec spol s r.o. Praha

4.3. Pristroje

Vertikalni proteinova elektroforéza Hoefer.

Blotovaci pfistroj systému semi-dry Hoefer Semiphore.
PCR cykler BioER XP cycler.

Scintilacni pocita¢ Perkin EImer A290001 .
Mikroinjektor Narishige IM-400.

Chemiluminiscencni snimac Fuijifilm LAS 4000.
Chladnicka s teplotou 16°C (vinotéka).

Teplovzdus$na tiepacka IKA KS - 3000i.
Spektrofotometr Nanodrop ND - 1000.

Jehlovy sonikator Hielscher UP50H.

Ostatni bézné laboratorni pfistroje (centrifuga, termoblok, vortex, vodni lazen,

mraznicka, chladnicka, pipety a pod.).
4.4. Roztoky

OR-2 - 82,5 mM NacCl; 2,5 mM KCI; 1,0 mM MgClz; 5,0 mM HEPES. pH = 7,6.
ND-96 — 96,0 mM NacCl; 2,0 mM KCI; 1,8 CaClz; 1,0 mM MgClz; 5,0 mM HEPES,
1,0 mM pyruvat sodny. pH = 7,6.
TBE — 89,0 mM Tris; 89,0 mM H3BO4; 2,0 mM EDTA. pH = 8,3.
PBST - 137,0 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM NazHPOs4; 1,8 KH2PO4,0,1% Tween 20.
pH=7,3.

4.5. Metody
4.5.1. Oligonukleotidem fizena mutageneze

Vektor pCMV6-AC (obr. 4) s genem ABCG2 jsem za pouziti kitu Invitrogen Geneart
site directed mutagenesis a primert podrobil mutagenacénimu PCR. Primer R (reverse)
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jsem vzdy pfidal az po probé&hnuti dvou cykld. SloZzeni mutagenecni PCR (identicka

pro vSechny alelické varianty) reakce:

DMSO 1,5 pl
MgSO4 0,3 pl
Pufr 5,0 l
Enhancer 5,0 pl
Primer F+R 1,5 ul kazdy
Plasmid 1,0 pl
25x SAM 2,0 pl
H20 30,8 pl
Methylasa 1,0 pl
Accuprime Pfx

polymerase 0,4 pl
Celkem: 50 pl

o
=

~ pCMV6-AC -
% 3.9 kb # Hincl
(5]
. Rsr I

y ggb oo

%y

T

Obr. 4 Vektor pCMV6-AC nesouci gen ABCG2. Pievzato z podkladu firmy Origene.

Pouzil jsem primery s nasledujicimi sekvencemi (tab. 1). VSechny primery jsou
komplementarni k cilové sekvenci a obsahuji zaroven Zadanou jednobodovou zameénu
(v pfipadé varianty delK360 je kodujici triplet v primeru vynechan). Koncentrace
kazdého primeru je 10,0 uM.
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TGGTAAAGCAGGGCATCAATCTC
TCACCCTGGGGC-3°

Varianta Forward Reverse

V12M 5- 5-

TCGAAGTTTTTATCCCAATGTCA GGTGTTTCCTTGTGACATTGGGATA
CAAGGAAACACC-3’ AAAACTTCGA-3’

Q141K 5- 5-
CGGTGAGAGAAAACTTAAAGTTC AAGAGCTGCTGAGAACTTTAAGTTT
TCAGCAGCTCTT-3" TCTCTCACCG-3’

R147W 5- 5-
ACAGTTCTCAGCAGCTCTTTGGC GTCATAGTTGTTGCAAGCCAAAGAG
TTGCAACAACTATGAC-3 CTGCTGAGAACTGT-3’

T153M 5- 5-

GCTTGCAACAACTATGATGAATC CGTTTTTTTCATGATTCATCATAGTT
ATGAAAAAAACG-3’ GTTGCAAGC-3’

del K360 5- 5'-
GCGGAGATTTAGAAGAAGAAGAT GCTGATCTCCTTGAAGACTGTGATC
CACAGTCTTCAAGGAG-3’ TTCTTCTTCTAAATCTCC-3’

F373C 5- 5'-
GATCAGCTACACCACCTCCTGCT CCCATCTGAGTTGATGACAGCAGG
GTCATCAACTC-3’ AGGTGGTG-3’

T434M 5- 5'-
GGGGTTCTCTTCTTCCTGATGAC GCTGAAACACTGGTTGGTCATCAG
CAACCAGTGTTTCAGC-3’ GAAGAAGAGAACCCC-3’

S476P 5- 5'-
CTTATTTCCTTGGAAAACTGTTAC CCTCATGGGTAATAAATCAGGTAAC
CTGATTTATTACC-3’ AGTTTTCC-3’

S572R 5- 5'-
GGTAAAGCAGGGCATCAATCTCT GCCCCAGGGTGAGAGATTGATGCC
CACCCTGG-3° CTGCTTTAC-3’

D620 5- 5'-

GCCCCAGGGTGAGAGATTGATGCC
CTGCTTTACCA-3’

Tab.1 . Primery pouzité pro oligonukleotidem fizenou mutagenezi (mutagenacni PCR)
alelickych variant ABCG2
Mutagenecéni PCR jsem pro vSechny varianty proved| s nasledujicim programem

(tab.2).

Teplota Délka trvani Opakovani

37° 20 minut 1

94° 2 minuty 1

94° 20 sek 18

56° 30 sek

68° 5 min

68° 5 minut 1

4° stale 1

Tab. 2. Program pro mutagenacni PCR reakci.
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Uspésnost PCR jsem ovéiil elektorforézou s 0,8% agarozovym gelem a pufrem
TBE, pfi napéti 7 V/cm, obsahujicim ethidium bromid. V pfipadé spravné
provedené PCR byl na gelu viditelny dobfe vyznaceny prouzek (Obr. 5).

Obr.5. Priklad uspé&sné provedené mutageneze (varianta V12M).
MarkerGeneruler 1kb DNA ladder, 0,8% agarozovy gel.

Amplifikovany plazmid, nesouci gen ABCG2 s mutaci jsem cirkularizoval pomoci
rekombinacni reakce podle protokolu pfiloZzenému ke kitu Invitrogen Geneart site

directed mutagenesis. Slozeni reakce bylo nasleduijici:

5x Reaction buffer 4 uL
PCR voda 10 pL
PCR vzorek 4 uL
10x Enzymer mix 2 uL

Po smichani jsem reakci inkuboval 10 minut pfi laboratorni teploté a poté ji zastavil

pfidanim 1 uyL 0,5 M EDTA. Ihned jsem pfistoupil k transformaci bakterii.
4.5.2. Transformace bakterii a izolace pDNA z klon

Cirkularizovany plazmid nesouci gen s danou alelickou variantou jsem pouZil pro
transformaci bakterii dH5a (INVITROGEN), podle protokolu dodaného vyrobcem. Na
ledu jsem roztavil zkumavku s 50 yL kompetentnich bakterii DH5a - T1. Rozmrazovani

trvalo vzdy 7 minut.

1. K bakteriim jsem pfidal 2 puL produktu rekombinacni reakce a nechal
zkumavku inkubovat 12 minut na ledu.
ProvedI jsem transformaci ve vodni lazni o teploté 42°C po dobu 30 vtefin.

Poté jsem ulozZil zkumavku ihned zpatky do ledu na 2 minuty.
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4. K takto transformovanym bakteriim jsem pfidal 250 yL SOC média a
nechal bakterie inkubovat v blo¢ku pfi 37°C po dobu 60 minut a 1250
kmitech za minutu.

5. Po inkubaci jsem 30 yL suspenze bakterii vysel na misku s ampicilinem
(200 yL zasobniho roztoku ampicilinu na 100 ml pudy).

6. Plotnu s vysetymi bakteriemi jsem nechal inkubovat pfes noc pfi 37°C.

Druhy den jsem preoCkoval 5 az 10 transformantd na zalozni plotnu a zaroven
zaocCkoval do 2,0 az 3,0 ml tekuté pudy TPB (triphosphate broth). Zalozni plotnu jsem
inkuboval v termostatu pfi 37°C pfes noc. Tekutou pudu jsem inkuboval ve tfepacce
pfi 37°C pfes noc pfi 180 kmitech za minutu.

Narostlé transformanty (klony) jsem druhy den z tekuté pudy pouzil pro izolaci
plazmidu pro restrikEni analyzu a sekvenaci. Izolaci plazmidl jsem proved!| alkalickou

metodou s vazbu plazmidové DNA na kolony firmy Quiagen podle protokolu nize.

4.5.3. Restrikéni analyza

Vyizolovany plazmid z jednotlivych klonU, kterych bylo 5 az 10 pro kazdou variantu
jsem podrobil restrikéni analyze s vyuzitim restrikénich endonukleaz EcoR1 a Xho1.
Restrikci jsem v optimalnim pripadé ziskal dva fragmenty: vektor o velikosti asi 8 kbp
a inzert ABCG2 o velikosti 2,2 kbp. Pokud velikost obou fragment( odpovidala témto
hodnotam, tak jsem dany klon pouZil v dalSich krocich a odeslal z né&j izolovany plazmid
na sekvenaci. V pfipadé, Ze velikosti inzertu a vektoru neodpovidala témto velikostem,
jsem dané klony vyradil z dalSiho postupu jako nevhodné. Nastépenou DNA jsem
analyzoval na 0,8% agarozovém gelu s TBE pufrem, barveny ethidium bromidem
(pfiklad na obr.6). Koncentraci pDNA jsem zméfil spektrofotometricky na pfistroji
Nanodrop pfi 260 nm. Plazmid pcDNA3 nesouci wt variantu URAT1 jsem mél k

dispozici fadné amplifikovany se spravnou sekvenci jiz z pfedchoziho projektu.
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Obr. 6. Priklad restrikéni analyzy alelické varianty Q141K. Restrikéni Stépeni
endonukleazami EcoR1 a Xho1. Agarozovy gel 0,8 % s pufrem TBE, barveny ethidium
bromidem.

4.5.4. Sekvenace pDNA

Klony, které uspély v restrikéni analyze, jsem odeslal na sekvenaci pro zjisténi
pfesného sledu bazi v sekvenci. Sekvenaci provedla Laboratof sekvenace PiF UK.
Pro sekvenaci jsem gen rozdélil primery pokryvajicimi cely gen ABCG2 s pfesahem
do promotoroveé a 3" UTR oblasti. Primery jsou navrzeny tak, aby se z nich Ctené
sekvence vzajemné prekryvaly. V tabulce 3 uvadime sekvenci sekvenacnich

primerd o koncentraci kazdého 5,0 uM.

Primer Sekvence

442R 5-CTCAGGATCTCAGGATGCGTGC-3°

557F 5-CGACAGCTTCCAATGACCTG-3’

946R 5 -AGTTGTTGCAAGCCGAAGAG-3’

1435F 5°- GCCACAGAGATCATAGAGCCT-3"

1791R 5-AGGAAGAAGAGAACCCCAGC-3’

Tab. 3. Sekvence sekvenacnich primerd. Pismeno F za &islem v nazvu znaci forward
primer, pismeno R reverse primer.

Sekvenacni reakce obsahovala vzdy 200 ng plazmidové DNA. Slozeni
sekvenacni reakce uvadim nize (tab.4):
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Slozka Objem

(WL)
PCR voda 6,0
Primer 1,0
plazmidova 1,0
DNA

Tab.4. Slozeni sekvenacni reakce

Z klonu, jejichz sekvence odpovidala sekvenci uvedené v databazi a zaroven
nesoucich poZadovanou mutaci, jsem vybral jeden, ktery byl dale amplifikovan pro

nasledné experimenty..
4.5.5. Izolace pDNA z cilového klonu

V 200 ml tekuté pudy TPB s pfidanym ampicilinem (200 uL zasobniho roztoku na 100
ml pudy) jsem namnozil vybrany klon se spravnou sekvenci. Ze zalozni plotny s
ampicilinem jsem dany klon pfenesl| bud rovnou do 200 ml pady anebo nejprve na 4
hodiny do 2 az 3 ml pady TPB a takto aktivované bakterie jsem pfeockoval do 200 ml
TPB pudy. Zao¢kovanou padu jsem inkuboval pfes noc pfi 37°C na tfepacce pfi 180
kmitech za minutu. Druhy den jsem vyizoloval plazmid alkalickou metodou za pouZiti

kolonek Hipure plasmid filter maxiprep kitu. Protokol vyrobce uvadim na obrazku 7.
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Obr. 7 . Schéma alkalické izolace plazmidové DNA pomoci Hipure plasmid filter maxiprep
kitu. Pfevzato z manualu firmy Thermofisher.

Koncentraci pDNA jsem zméfil spektrofotometricky na pfistroji Nanodrop pfi 260 nm.

Tabulka 5 uvadi koncentrace DNA jednotlivych klonu.

Varianta Koncentrace
(ng/ pl)

WT 841
S572R 404
Q141K 1955
D620N 1273
T434M 1205
T153M 311
V12M 219
F373C 1934
S476P 1082
R147W 269
delK360 307

Tab.5. Koncentrace pDNA jednotlivych alelickych variant ABCG2.
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4.5.6. Sekvenace

Pro verifikaci sekvence cilového klonu namnozeného ve velkém mnoZstvi jsem
plazmid z tohoto klonu odeslal na sekvenaci. Sekvenace byla provedena za shodnych

podminek jako u plazmidu izolovanych z jednotlivych klona (viz vySe).
4.5.7. Transkripce in vitro

Plazmidovou DNA v mnozstvi 4,0 ug jsem linearizoval restrikéni endonukleazou Kas1
pfi 37°C 1 hodinu. Reakci jsem zastavil 2 yl 0,5M EDTA. Nasledné jsem plazmidovou
DNA pfecistil pfes kolonu Fermentas PCR purification kit. K Transkripci in vitro jsem
vyuzil kit T7 mMessage mMachine. Do reakce jsem vloZil vzdy 1,0 ug linearizované

plazmidové DNA dané varianty. SloZeni reakce uvadim nize (tab.6).

SloZzka Objem (uL)

Linearni pDNA 1000 ng

NTP/CAP 10,0
Pufr 2,0
Enzym mix 2,0
DEPC voda ad 20,0

Tab.6. SloZeni reakce pro in vitro transkripci kitem T7 mMessage mMachine kit.

Transkripci jsem provadél 2 hodiny pfi 37°C. Po probéhnuti jsem do reakce pfidal 30
ML chloridu lithného a 30 uL DEPC vody. mRNA se srazela pres noc pfi teploté -20°C.
Druhy den jsem centrifugaci (20 minut 15000g, 4°C) oddélil peletu mRNA a tu jsem
promyl ve 100 az 200 uyl 70% etanolu. Po promyti jsem vzorek znovu centrifugoval 10
minut 15000 g pfi 4°C, odlil ethanol a nechal schnout 10 minut pfi 37°C. Pfipravenou

MRNA jsem rozpustil ve 20 yl DEPC oSetfené vody a uskladnil pfi teploté -80°C.
4.5.8. Odbér oocytl z X.laevis v celkové anestezii

Samici zaby X.laevis o stafi 2 - 5 let jsem anestezioval v 0,125% roztoku MS-222 po
dobu 20 minut. Dostate€nou hloubku anestezie jsem ovéfil testovanim ztraty reflexad.
Zabu jsem ulozZil na ledovou tfi$t na zada a proved| fez kdzi a bfisni svalovinou v

oblasti levého nebo pravého podbfiSku v délce asi 10 mm. Z bfiSni dutiny jsem
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pinzetou vyjmul ovarialni vak a po jeho odstfiZzeni jsem jej ihned pfenesl do média OR-
2. Operacni ranu jsem seSil vstiebatelnou chirurgickou suturou a Zabu odloZil na zada
do Cisté vody, kde jsem ji sledoval do nabyti védomi (zaba se reflexné otoci do
pfirozené polohy). Zabu jsem odloZil na tfi tydny do karanténni nadoby v centralnim

chovu. Po zahojeni operac¢ni rany byla Zaba vracena do chovné nadoby.
4.5.9. Priprava oocytu

Ovarialni vak jsem v roztoku OR-2 natrhal dvéma pinzetami a dvakrat promyl stejnym
médiem jsem Po odstranéni nekrotickych oocytu (s nejasné vyznacenym &i skvrnitym
animalnim polem) jsem je pfenesl do roztoku Cerstvého OR-2 s kolagenazou z
Clostridium histiolothicum o koncentraci 1,7 mg/ml. V tomto roztoku jsem oocyty
inkuboval do té doby, dokud se ovarialni vaky samovolné nezacali rozpadat (obvykla
doba byla 1,5 az 2,0 hodiny pfi teploté 16 °C). Uvolnéné oocyty jsem nékolikrat
oplachl OR-2 médiem s naslednou 30-ti minutovou inkubaci na kyvacce. Oocyty jsem
uchovaval pfi 16°C. Poté jsem pod binolupou vyselektoval zdravé oocyty (s jasné
vymezenym animalnim a vegetalnim pdlem bez skvrn) ve stadiu VI podle (Demont
1972). Tyto oocyty jsem prenesl do kultivaéniho média ND-96 a ulozil na led, kde

setrvaly do mikroinjekce.
4.5.10. Mikroinjekce do oocytl a inkubace

Mikroinjekci jsem provadél na mikroinjektoru Narishige IM-400. Oocyty jsem pfenesl
do Petriho misky se sitkou branici jejich pohybu a sklenénou mikrokapilarou do nich
injikoval 50 ng mRNA daného transportéru (URAT 1 a dana varianta ABCG2). Oocyty
prasklé ¢i nekrotizujici jsem nahradil zdravymi. Mikroinjikaci jsem provadél pfi
pokojové teploté. Mikroinjikované oocyty jsem kultivoval v médiu ND-96 48 hodin pfi
teploté 16°C.

4.5.11. Funkeéni studie s 14C znacenou kyselinou mo¢ovou

Po dvoudenni inkubaci jsem oocyty prohlédl a zietelné poskozené Ci nekrotické jsem
odstranil. Oocyty jsem dal pfechovaval ve pfi teploté 4°C. Nasledné jsem je oplachl
médiem ND-96 a vlozil je do média ND-96 s radioaktivné znaCenym uratem C14 o
celkové koncentraci 600 uM (49,2 uM aktivniho a 550,8 pM studeného urétu).

Inkubace probihala pfesné 30 minut pfi pokojové teploté. Po této dobé jsem oocyty
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oplachl tfikrat médiem ND-96 o teploté 0°C (pfechovavano na ledu) k zamezeni
ginnosti transportérti a oplachu izotopu adsorbovanému na membranu oocytu. Cast
oocytl jsem inkuboval jesté 10 minut v médiu ND-96 bez uratu pfi pokojové teploté.
Od kazdé alelické varianty v kazdé studii jsem vyuzil 5 oocytl ve tfech skupinach, a to
ve dvou Castech. Jedna ¢ast s inkubaci 30 minut a oplachem a druha s naslednou 10
minutovou inkubaci v médiu ND-96 (bez kyseliny moCové). Po oplachnuti jsem oocyty
prenesl do scintilacni zkumavky a lyzoval pfes noc 1,0 M NaOH (1,0 ml). Druhy den
jsem lyzat zvortexoval a hydroxid sodny neutralizoval 0,5 ml 2M HCI. Ke
zneutralizovanému lyzatu jsem pfidal hydrofilni scintilacni koktejl Ultima Gold v
mnozstvi 3,0 ml.

4.5.12. Analyza aktivity radioaktivniho uratu

Aktivitu vzorkl jsem méfil scintilanim pocitaem. Méreni probihalo 10 minut pro kazdy
vzorek, pficemz v kazdé funkéni studii jsem méfil i aktivitu pozadi a aktivitu roztoku
uratu pouzitého ve funkcni studii jako kontrolu. Pfi méfeni jsem vyuZil program uhlik

14C s interni kalibraci na zhaseni.

4.5.13. Priprava vzorkid na imunodetekci a Western blot

Z kazdé funkéni studie jsem odebral vzorky na Western blot od kazdé funk&ni varianty
10 oocytl. Oocyty jsem pipetovanim zhomogenizoval ve 300 pl roztoku OR-2 s
inhibitorem proteaz (Sigma Protease Inhibitory Coctail) v mnozstvi 3,0 pl na jeden
oocyt. Homogenat jsem nechal inkubovat 1 hodinu na ledu. Po jedné hodiné jsem
odstranil zZloutkova a pigmentova granula centrifugaci pfi 250 g 15 minut 4°C. Poté
jsem odebral supernatant a centrifugaci opakoval za stejnych podminek. Odebral jsem
opét supernatant tak, abych nenasal peletu ani lipidickou vrstvu na hladiné. Do
supernatantu jsem pfidal detergent Tween 20 o vysledné koncentraci 1,0 %. Takto
pfipraveny homogenat jsem upravil sonikaci jehlovym sonikatorem UP50H po dobu 1
minuty. Vzorky jsem celou dobu drzel na ledu. 100 pl lyzatu jsem smisil se 100 pl
Laemly pufru 2x a pfidal 1,0 M dithioteritol na kone&nou koncentraci 50 uM. Takto
pripravené vzorky jsem denaturoval 60 minut pfi teploté 56 °C v termobloku. Na
akrylamidovy gel (10 % délici a 5 % ostfici gel) jsem nanasel 20 pl kazdého vzorku
spolu s proteinovym markerem Spectra multicolor broad range protein marker. Proved|
jsem standardni SDS-PAGE pfi 120 V (proud 20 mA) ve vertikalni elektroforéze

Hoefer. Po rozdéleni proteinli na gelu jsem pirenesl proteiny na PVDF membranu
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Merck v blotovaci aparatuife Hoefer pfi proudu 100 mA (napéti 5 V) po dobu 1 hodinu.
Gel jsem pro kontrolu barvil 0,1 % Coomasie blue ve smési methanolu a kyseliny
octové 3:1 po dobu 20 minut a pak jej pfes noc odbarvil roztokem metanolu a kyseliny
octové 3:1. Membranu jsem oplachl v roztoku PBST (PBS + 0,1 % Tween 20) po dobu
3x5 minut a dale ji blokoval 1,5 hodiny v5 % BSA v PBST. Poté jsem membranu
oplachl 3x 5 minut v PBST a nasledné inkuboval s danou primarni protilatkou pfes noc
pfi 4 °C za kyvani. Druhy den jsem odlil protilatku, promyl membranu 5 x 5 minut v
PBST a nasledné inkuboval s danou sekundarni protilatkou 1 hodinu pfi laboratorni
teploté. Protilatku jsem odlil a membranu oplachl v PBST 5 x 5 minut. Pfehled protilatek

pouzitych ve western blotu uvadi tabulka (tab 7).

Protilatka proti Nazev (host) fedéni, rozpoustédlo

ABCG2 5D3 (kralik) 1:1000, 5% BSA v PBST + 0,1%
NaN3

Urat 1 HPA024575 1:1000, 5% BSA v PBST + 0,1%

(kralik) NaN3

B-aktinin 8H10D10 (mys3) 1:1000, 5% mléko v PBST + 0,1%
NaN3

Mysi protilatce A90-117D (kralik) | 1:15000, 5% BSA v PBST

(sekundarni)

Krali¢i protilatce A9169 (koza) 1:15000, 5% BSA v PBST

(sekundarni)

Tab.7. Pfehled pouzitych protilatek pro imunodetekci na PVDF membrané (Western blot).
4.5.14. Imunodetekce na membrané

Na membranu jsem nanesl chemiluminiscenéni substrat Westar Supernova (400 ul na

membranu) fedény 1 : 5 vodou. Chemiluminiscencni obraz jsem snimal bud na pfistroji

LAS 4000 nebo na film Agfa CP-BU pfi vhodné expozi¢ni dobé (interval 20 sekund az

5 minut). Film jsem vyvolal ve vyvojce Fotonal a ustalova¢i Fomafix.
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5. Vysledky

Z organizacnich divodu jsem funké&ni studii rozdélil do dvou skupin, jez jsou pfehledné

uvedeny v tabulce 8.

Prvni skupina Druha skupina
Neinjikované oocyty Neinjikované oocyty
URAT1 URAT1

ABCG2 WT ABCG2 WT

URAT1 + ABCG2 WT URAT1 + ABCG2 WT

URAT1 + ABCG2 Q141K | URAT1 + ABCGZ2 del K360

URAT1 + ABCG2 R147W | URAT1 + ABCG2 S572R

URAT1 + ABCG2 T434M | URAT1 + ABCG2 V12M

URAT1 + ABCG2 S476P | URAT1 + ABCG2 F373C

URAT1 + ABCG2 D620N

Tab. 8. Rozdéleni alelickych variant do skupin

5.1. Méfeni prvni skupiny alelickych variant

Jako prvni jsem po mikroinjekci oocytl a jejich nasledné inkubaci 48 hodin v médiu
ND-96 provedl funkéni studii s radioaktivné znacenym uratem C14. Jednalo se o
neinjikované oocyty (N.l.), injikované pouze URAT1, injikované pouze WT ABCG2,
URAT1 + WT ABCG2, a dale injikované URAT1 spole¢né s alelickymi variantami
ABCG2 - Q141K, R147W, T434M, S476P, D620N. Uptake uratu neinjikovanymi oocyty
jsem méfil jako negativni kontrolu, uptake oocyty injikovanymi transportérem URAT1
jako vychozi hodnotu pro stanoveni mnozstvi uratu v cytoplazmé. Kombinace
transportérll URAT1 a ABCG2 WT slouzi jako pozitivni kontrola a zarover srovnavaci
hodnota transportu uratu wt variantou ABCG2. Pro kazdou variantu jsem pouzil
minimalné 5 oocytu a to celkem v Sesti skupinach, které jsem inkuboval 30 minut v
uratu 14C. Z téchto Sesti skupin jsem tfi ihned po této dobé oplachl vychlazenym ND-
96 a prenesl do scintilaCni zkumavky. DalSi tfi skupiny jsem nechal inkubovat deset
minut v roztoku ND-96 po dobu deset minut, nasledné je oplachl ledovym ND-96 a
pfenesl do scintilani zkumavky. V tabulce 9 jsou uvedeny hodnoty DPM
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(Desintegration Per Minute) pro kazdou variantu a kazdou skupinu, dale pak primérna
hodnota a smérodatna odchylka. Hodnoty, které se vyrazné odliSovali od ostatnich

jsem vypustil. Primeér je znaCen Av, smérodatna odchylka zna¢ena SD.

H,0 URATL URATI+ABCG2 WT |URATI+ABCG2 Q141K
14C ND9G 14C NDSG 14C NDSG 14C NDSG
30 min 10 min 30 min 10 min 30 min 10 min 30 min 10 min
247 193 2315 1704 780 952 1573 1094
% 274 189 2208 1642 707 349 1331 1264
212 236 1960 1717 739 788 1387 1204
Av 244,33 206,00| 216100 1687,67] 742,00 863,00 1430,33| 1187,33
5 31,09 26,06 182,11 40,08 36,59 82,89 126,69 86,22
URAT1+ABCG2 R1IAFURATI+ABCG2 TA3AM|URATI+ABCG2 SA76[URATI+ABCG2 DE20M
14C ND36 14C ND96 14C ND96 14C ND36
30min  |10min |30 min 10min  |30min |10min |30min |10 min
1018 1142 1250 1069 1250 1457 973 831
% 1058 1215 1339 985 2036 1214 1149 802
1172 1170 1476 951 1303 1109 757 343
Av 1082,67| 1175,67 1355,00| 1001,67| 1543,00) 1273,33 959,67 825,33
5 79,91 36,83 113,85 60,74 427,00 200,69 196,34 21,08

Tab. 9. Vysledky méfeni aktivity 14C u prvni skupiny variant

5.2. Méfreni druhé skupiny variant

Zcela stejnym zplsobem jsem provedl méfeni aktivity 14C uratu v cytoplazmé oocytl
tvorficich druhou skupinu alelickych variant. Jednalo se o neinjikované oocyty (N.l.),
injikované pouze URAT1, injikované pouze WT ABCG2, URAT1 + WT ABCG2, a dale
injikované URAT1 spolec¢né s alelickymi variantami ABCG2 - delK360, S572R, V12M,
F373C, T153M. V tabulce 10 jsou uvedeny hodnoty DPM (desintegration per minute)
pro kazdou variantu a kazdou skupinu, dale pak primérna hodnota a smérodatna
odchylka. Hodnoty, které se odliSovali o vice nez dvojnasobek smérodatné odchylky

v dané skupiné jsem vypustil.

H20 URATLWT URATI+ABCG2 WT |URATI+ABCG2 K360del
14C NDS6 1Ac NDS6 14cC ND36 14C ND96

30 min 10 min 30 min 10 min 30 min 10 min 30 min 10 min
197 188 1467 1218 1339 0| 911 1093
% 187 154 1138 1240 1218 1076 959 749
247 231 1316 1060| 0 858 994 1133
Av 210,33 191,00 130700 1172,67] 852,33 644,67 954,67 991,67
5 32,15 38,59 164,68 98,19 85,56 154,15 41,67 211,11
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URATI+ABCG2 S572R|URATI+ABCG2 VI2M|URATI+ABCG2 F373C JURATI+ABCG2 T153M
14c ND3S6 14c ND36 14c ND36 14cC ND36
30 min |10 min 30 min |10 min 30 min |10 min 30 min 10 min
1223 1132 1087 865 1232 673 820 905
% 1081 887 1181 835 1094 929 1026 951
1131 916 917 272 1120 1035 1003 950
Av 1145,00 978,33] 1061,67 857,33] 1148,67 879,00 950,07 935,14
5 72,03 133,87 133,81 19,66 73,33 186,11 112,90 26,24

Tab 10. Vysledky aktivity 14C u druhé skupiny variant
5.3.Celkové vysledky a statistika

Vysledky z obou funkénich studiich jsem dale pfepocital tak, aby davaly informaci o
koncentraci kyseliny moCové v oocytu po dané inkubacni dobé. Skupiny s oocyty
neinjikovanymi, injikovanymi URAT1 a URAT1 s ABCG2 WT jsem méfil celkem v Sesti
skupinach, ostatni varianty ve tfech skupinach. Mnozstvi uratu uvadim jako latkové
mnozstvi tedy v pmol. Pro vypocet jsem DPM pieved| na Bq vydélenim konstantou 60.
Poté jsem ze znamé aktivity 1 pmol uratu dopocital latkové mnozstvi uratu n
akumulované v cytoplazmé jednoho oocytu po dané délce inkubace. Ve vypoctu
koncentrace jsem zohlednil i pomér aktivnhiho k neaktivhimu (studenému) uratu.
Vypocet tedy probéhl podle vzorce:

DPM

n[14C urat] = m
Kde konstanta 0,153 uvadi aktivitu 1 pmol uratu v Bq.

Tabulky 11,12,13 uvadi hodnoty mnozstvi uratu v oocytu pro danou variantu a danou

skupinu oocytd, a to jak v kazdé sadé, tak i primérnou hodnotu.

H20 URATL URAT1+ABCG2 WT
1aC MD96  |14C MD95 |14C MD9G
30min  |10min |20 min |10 min |30 min 10 min
5,36886| 4,1951| 50,319 37,039] 16,9542895| 20,693
5,95574| 4,1082| 47,9594| 35,691] 15,3675419| 18454
4,60809| 5,1298| 42,603 37,321] 16,0631025| 17,128
4,28204| 4,0864| 31,887 26,475 29,1048636 0
4,060468| 3,3474| 24,736 26,953] 264747751 23,388
5,36886| 5,0211| 28,605 23,04 0] 18,65
4,94 4,31 37,69 31,09 17,33| 16,39
0,62 0,51 9,28 5,60 6,97 5,46

Mnozstwi uratu v
oocytu pmol

I=
=

7]
2
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URATI+ABCG2 R147W

URATI+ABCG2 T434M

l4ac ND96

lac

MND96

30 min 10 min

30 min

10 min

Mrozstwi

uratuw

22,12752141

24,823

27170336

23,236071

22,99697215

26,41

29,104364

21,410225

oocytu

2547490677

25,431

32,082732

20,671191

=

sD

v 23,53

25,55

29,45

21,77

1,74

0,80

247

1,32

Tab 11. Hodnoty uptake uratu v oocytu pro neinjikované, injikované URAT1, URAT1 s
ABCG2 WT, R147W, T434M.

URATI+ABCG2 S476P|URATI+ABCG2 S572R |URATI+ABCG2 F373C |URAT1+ABCG2 K360del
14C MD96  |14C MND9G |14C MD96 |14C MD96
30 min 10 min |30 min 10 min |30 min 10 min |30 min 10 min
E - 5 28,0397865| 32,539 25,67698605| 24,87 26,77908288| 14,629 19,80174067| 23,7577
’§ % E“ 44, 2550428 26,388 26,42810048| 28,097 23,77947782| 20,193 20,84508156| 16,2805
= 5 8| 28322358 24,106| 20,53046122| 18,055 24,3446208| 22,457| 21,60585096| 24,6272
Av 33,54| 27,68 24,21| 23,67 24,97| 19,11 20,75 21,56
5D 9,28 4,36 3,21 5,13 1,59 4,05 0,91 4,59
Tab 12. Hodnoty uptake uratu v oocytu pro URAT1 s ABCG2 S476P, S572R, F373C, del
K360.
URATI+ABCGZ DE20OMN  |URATI+ABCG2Z V12N |URATI+ABCGZ Ql41K|URATI+ABCG2 T153M
14C MD96 |14C MD96 |14C MD96 1AC MD96
30 min 10 min |20 min 10 min |30 min 10 min |30 min (10 min
E - 5 21,14938932| 18,003| 23,627323%94| 18,802 34,1911505( 23,77948 17,83 19,67
’g % *é. 2497497259 17.432| 25,67053318( 18,15| 28,9309735| 2747464 22,31 20,67
=5 3 16,45435531| 18.324| 19,93215828| 18,954| 30,1482045| 26,17047 21,81 20,64
Av 20,86| 17,94 23,08| 18,64 31,09 25,81 20,65 20,33
g 4,27 0,46 2,91 0,43 2,75 1,87 2,45 0,57

Tab 13. Hodnoty uptake uratu v oocytu pro URAT1 s ABCG2 D620N, V12M, Q141K, T153M.

Statistické ovéreni signifikance zmény transportu pro danou variantu jsem proved| na

zakladé vyhodnoceni Studentova t-testu. Test jsem zvolil jednovybérovy, neparovy,

predpokladame normalni rozdéleni dat. Vypoctené hodnoty pravdépodobnosti p

uvadim vypoctené v tabulce 14. Jednotlivé hladiny pravdépodobnosti jsem oznadil

*prop =0,05a** prop =0,01.
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Hladina pravdépodobnosti p

2 2

= |83 g 2

2 m r m = r

@ o 5 0 o 5 sl

T |2 E® E |2 E E

= £ E 35 iy EEm iy
R147TW 0,001281|** 0,001977|**
T434M 0,000444 | ** 0,039811(*
S476P 0,015878|* 0,015349|*
S572R 0,006667|** 0,096126|MESIG
F373C 0,000503|** 0,213769|MESIG

K360del | 0,495857|NESIG 0,449022|NESIG
D620N 0,066052|MESIG 0,244048|MESIG
VI2M 0,070961|NESIG 0,138026|NESIG
Ql4lk 0,000415|** 0,004665|**
T153M 0,015267|* 0,112026|MNESIG
Pravdépodobnostp =5% *
Pravdépodobnostp =1 % **

Tab. 14. Statistické srovnani jednotlivych variant ABCG2

V nasledujicich grafech (obrazky 8 az 11) uvadim pfehled transportni funkce dané
varianty transportéru ABCG2 exprimované v oocytech X. laevis. Testoval jsem oocyty
injikované pouze vodou, injikované cRNA transportéru URAT1, cRNA wild type
varianty transportéru ABCG2, cRNA transportéri URAT1 a wild type ABCG2 a dale
pak cRNA transportérd URAT1 spolu s danou alelickou variantou ABCG2. Transport
je vyjadfen jako latkové mnozstvi radioaktivni kyseliny mocCové akumulované v

cytoplazmé oocytu v pmol.
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14cC MOS6 14C MD96 14cC MOS6 14C MD96 14cC MO96

H20 URATL ABCGZ WT URATI+ABCGZ | URATI+ABCGZ
WT Q141K

Obrazek 8. Uptake radioizotopu kyseliny mocové 14C do oocytu injikovanych vodou (H.0),
cRNA transportéru URAT1, cRNA divoké varianty transportéru ABCG2 (WT), cRNA
transportéru URAT1 a transportéru ABCG2 WT a jeho alelické varianty Q141K. Svisla osa
udava akumulovany urat v cytoplazmé jednoho oocytu v pmol. Statisticka analyza probéhla
standardnim Studentovym t-testem ( * znamena P < 5 %, ** znamena P < 1 %).
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Obrazek 9. Uptake radioizotopu kyseliny mocové 14C do oocytu injikovanych vodou (H.0),
cRNA transportéru URAT1, cRNA transportéru URAT1 a transportéru ABCG2 WT a jeho
alelické varianty T153M, varianty F373C, varianty T434M, varianty S476P. Svisla osa udava
akumulovany urat v cytoplazmé jednoho oocytu v pmol. Statisticka analyza probéhla
standardnim Studentovym t-testem ( * znamena P < 5 %, ** znamena P < 1 %).
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14C | NDIE | 14C | MD9E | 14C | NDSS | 14c | NDSE | 1C | MNDIE |
H20 | URATL | URATI+ABCGZ WT URAT1+ABCG2 R14TW | URAT1+ABCE2 5572R |

Obrazek 10. Uptake radioizotopu kyseliny mo€ové 14C do oocytu injikovanych vodou (H.O),
cRNA transportéru URAT1, cRNA transportéru URAT1 a transportéru ABCG2 WT a jeho
alelické varianty R147W, varianty F373C, varianty S572R. Svisla osa udava akumulovany
urat v cytoplazmé jednoho oocytu v pmol. Statisticka analyza probé&hla standardnim
Studentovym t-testem ( * znamena P < 5 %, ** znamena P < 1 %).
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Obrazek 11. Uptake radioizotopu kyseliny mo¢ové 14C do oocytl injikovanych vodou (H.O),
cRNA transportéru URAT1, cRNA transportéru URAT1 a transportéru ABCG2 WT a jeho
alelické varianty del K360, varianty D620N, varianty V12M. Svisla osa udava akumulovany
urat v cytoplazmé jednoho oocytu v pmol. Statisticka analyza probéhla standardnim
Studentovym t-testem ( * znamena P < 5 %, ** znamena P < 1 %).

Z grafll (obr. 8 az 11) je patrné, Ze pasivni difuze kyseliny moCové do oocytu béhem
30 minut dosahuje 4,9 pmol. Po nasledné desetiminutové inkubaci v ND-96 se
mnozstvi uratu v oocytu snizi jenom minimalné. Inkubace oocytl s endogenné
exprimovanym transportérem URAT1 (obr. 8 az 11) zvySuje mnozstvi uratu v
cytoplazmé na 37,7 pmol, coz je 7,7 - krat vétSi uptake uratu nez pasivni cestou za
srovnatelnych podminek. Nasledna inkubace v ND-96 bez uratu snizuje mnozstvi v
cytoplazmé na 31,1 pmol, coz je 82,4 %. Oocyty s exprimovanym samotnym proteinem
ABCG2 (obr. 8) vykazuji akumulaci uratu v mnozstvi 4,4 pmol, pfi¢emz nedochazi ke
snizeni béhem nasledné desetiminutové inkubace v ND-96. Akumulace v oocytu je
tedy stejna jako u zcela neinjikované varianty. V pfipadé, Ze byly oocyty injikovany
MmRNA pro URAT1 a divokou variantu ABCG2, dosSlo ke snizeni mnozstvi
akumulované kyseliny mocové na 17,3 pmol, coz je 45,9 % oproti oocytim
exprimujicim pouze URAT1 zajistujici uptake (Obr. 8 az 11). Po dalSich deseti
minutach inkubace klesl obsah uratu v cytoplazmé na 16,4 pmol, coz znamena pokles
05,2 %.
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Jednotlivé varianty ABCG2 vykazuji zvySeni cytoplazmatické koncentrace uratu v
oocytu, coz ukazuje na jejich sniZzenou transportni kapacitu. VSechny varianty byly
injikované i transportérem URAT1 ve stejném mnozstvi (50 ng/ oocyt). Inkubace vSech
variant probéhla stejnou dobu za stejné teploty. ABCG2 Q141K vykazuje akumulaci
uratu v mnozstvi 31,1 pmol, coz predstavuje sniZeni transportni kapacity na 55,6 %
kapacity wild type varianty (obr. 8). Po deseti minutach inkubace klesl obsah uratu na
25,8 pmol, coz pfedstavuje dalSi pokles o 17 %. Alelicka varianta T153M (obr. 9)
zpusobuje akumulaci uratu 20,7 pmol, coz pfedstavuje sniZzeni transportni kapacity o
16,4 %. Po deseti minutach inkubace v médiu bez uratu doslo k poklesu na 20,3 pmol,
coz je snizeni 0 1,9 %.

Varianta F373C zpUsobuje akumulaci uratu v mnozstvi 25,0 pmol, coz predstavuje
pokles transportni kapacity o 30,8 % (Obr.9). Nasledna inkubace vedla ke sniZeni na
19,1 pmol, coz je snizeni o0 23,6 %. Zaména T434M (obr. 9) zvySuje cytoplazmatickou
koncentraci uratu na 29,5 pmol znamenajici sniZeni transportni funkce o 41,3 % s
naslednym poklesem na 21,8 pmol (snizeni 0 26,1 %). Varianta S476P (obr. 9) vede
ke zvySeni cytoplazmatické koncentrace kyseliny mocové na 33,5 pmol (snizeni
transportu 0 48,3 %), pficemz po deseti minutach dalSi inkubace klesa mnoZstvi uratu
na 27,7 pmol (snizeni 0 17,3 %). Alelicka varianta R147W zpUsobuje zvySeni mnozstvi
kyseliny moc€ové v oocytech na 23,5 pmol, tedy snizeni transportu o 26,4 % (obr.10).
Po deseti minutové inkubaci v ND-96 doslo naopak ke zvySeni mnozstvi uratu na 25,6
pmol (tedy 0 8,9 %). Zaména S572R (obr. 10) ve struktufe ABCG2 zplsobuje zvySeni
uratu na 24,2 pmol (coz je snizeni transportni kapacity o 28,5 %). Nasledna inkubace
zpusobuje minimalni pokles na 23,7 pmol (snizeni 0 2,0 %).

Ostatni varianty vykazuji nesignifikantni zvySeni cytoplazmatické koncentrace uratu
(obr. 11). Alelicka varianta D620N zvySuje mnozstvi uratu v cytoplazmé na 20,9 p mol,
coZ znamena shizeni transportni kapacity o 17,2 % . Po desetiminutové inkubaci v
médiu ND-96 klesla koncentrace uratu v cytoplazmé na 17,9 pmol (snizeni o 14,3 %).
23,1 pmol (pokles transportu o0 25 %). Nasledna inkubace snizila mnozstvi uratu v
cytoplazmé na 18,6 pmol (pokles o 19,4 %). Delece lysinu K360 zplUsobuje zvySeni
intracelularniho uratu na 20,8 pmol, coz pfedstavuje pokles transportu o 16,8 %.
Nasledna inkubace paradoxné zvySuje akumulaci uratu na 21,6 pmol (zvySeni o 3,7
%). Snizeni transportni kapacity pro vSechny varianty po 30 minutové inkubaci v

radioaktivnim uratu pfehledné uvadi graf na obrazku 12. Tuto kapacitu jsem vyjadfil
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jako pomér uratu transportovaného wt ABCG2 a uratu transportovaného danou
alelickou variantou. Kyselinu moc€ovou transportovanou timto proteinem jsem uvazoval
jako rozdil latkového mnozstvi uratu v oocytu bez ABCG2 (pouze s transportérem
URAT1 a mnozstvi uratu s proteinem ABCG2 (a transportérem URAT1). Snizeni
transportu jsem vyhodnotil pouze pro oocyty ihned po inkubaci homogenizované

(nikoliv pro kultivované dalSich deset minut).

Relativni transport kyseliny mocové transportérem ABCG2

‘ 100,0%

O zZména transportnikapacity urdtu v poméru k WT varianté .
100%
£
&+ ?3 o
A o w
o o
** L w §
—_ ] xx R -
£ 80% & ﬁ . by
(=]
= = lD-\ *% t
E ik © S
g T
; 60% -
§ *%
g 2
- o *
- - % oo
£ 40% - L =
3 &
: :
a
20% A
0%

T T T T T T T T T T
ABCG2 R147W T434M 5476P 5572R F373C K3e60del DE20N Vizm Q141K T153M

Obrazek 12. Snizeni transportni kapacity pro kyselinu mo¢ovou alelickych variant
transportéru ABCG2. Pokles ucinnosti je uveden v procentech vzhledem k transportni
kapacité divoké varianty (ABCG2 WT).

5.4. Analyza exprese ABCG2 alelickych variant pomoci Western blotu

Z lyzata celych oocytl, ktery jsem zbavil Zloutkovych a pigmentovych granul jsem
provedl SDS-PAGE a naslednou imunodetekci na PVDF membrané (Western blot).
Nejprve jsem provedl detekci proteinu ABCG2 protilatkou D5V2K (krali¢i). Nize
uvadime chemiluminogram membran s nanesenymi vzorky lyzatd oocytld pro
jednotlivé varianty s detekci ABCG2. Chemiluminogram na obrazku 13 zachycuje prvni
testovanou skupinu variant ABCG2. VS8echny bandy maji molekulovou hmotnost cca
90 kDa, odpovidajici glykosilovanému proteinu. U variant Q141K a T434M je velmi
slabé detekovan i prouzek o molekulové hmotnosti 75 kDa, pfedstavujici protein bez
glykosylace. Neinjikovany oocyt a alelicka varianta S572R nejsou detekovany. U vSech

vzorku byl detekovan protein $-aktinin o stejné intenzité (bilé prouzky jsou zptsobeny
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nadmérné koncentrovanym chemiluminiscencnim substratem). PouZil jsem proteinovy
standard Marker Color burst 8 kDa - 220 kDa.

Protein marker

Q141K
D620N
T434M

14
N

100 kDa

60 kDa
*

_—~~
45 kDa - "\
: el
* = . g ‘
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Obr. 13. Chemiluminogram vzork(l z oocytl neinjikovanych (N.I.), injikovanych divokou
variantou ABCG2 (WT.) a alelickymi variantami S572R, Q141K, D620N, T434M. Signal o
molekulové hmotnosti cca 90 kDa predstavuje glykosilovany ABCG2, signal o molekulové

hmotnosti cca 45 kDa pfedstavuje protein B-aktinin (nanaseci kontrola). Proteinovy marker
Color burst 8 kDa - 220 kDa, nasniman pfi bilém svétle.

Chemiluminogram na obrazku 14 zachycuje detekované varianty ABCG2: T153M,
V12M, R147W, F373C, S476P, delK360. Prouzky predstavujicii ABCG2 maji
molekulovou hmotnost cca 90 kDa. Neglykosilovana forma ABCG2 nebyla
detekovana. Varianta R147W nebyla rovnéz detekovana. U vSech vzorkl jsem nalezl

signal kontrolniho proteinu B-aktinin o molekulové hmotnosti 45 kDa.
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Obr. 14. Chemiluminogram variant ABCG2 T153, V12M, R147W, F373C, S476P, del K360.
Signal o molekulové hmotnosti cca 90 kDa predstavuje glykosylovany ABCG2, signél o
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molekulové hmotnosti cca 45 kDa pfedstavuje protein B-aktinin (nanaseci kontrola).
Proteinovy marker Color burst 8 kDa - 220 kDa, nasniman pfi bilém svétle.

Jako posledni jsem provedl na dalSi membrané se stejnymi lyzaty detekci pomocného
transportéru URAT1, zajistujici aktivni uptake kyseliny mocCové. Imunochemické
znaceni bylo provedeno polyklonalni protilatkou HPA024575. Obrazek 15 zachycuje
znaceny URAT1 u prvni skupiny vzorkd, jimz byly neinjikované oocyty (N.I.), oocyty
exprimujici soucCasné i divokou variantu ABCG2 (WT) a alelické varianty S572R,
Q141K, D620N, T434M. Prouzky predstavuji protein o molekulovych hmotnostech 65
kDa a 50 kDa. U v8ech variant mimo neinjikovanych oocytl je zastoupen URAT1 ve
stejném mnozstvi. Obrazek 16 zachycuje protilatkou znaceny URAT1 v druhé skupiné
vzorku, konkrétné u soucasné exprimovanych variant ABCG2 T153M, V12M, R147W,
F373C, S476P, delK360. Detekovany protein ma molekulovou hmotnost 50 kDa a 65

kDa. Urat 1 je zastoupen ve vSech vzorcich stejné.
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Obr. 15. Chemiluminogram vzorkl z oocytu neinjikovanych (N.1.), injikovanych mRNA divoké
varianty ABCG2 a URAT1 (WT) a dale pomocnym transportérem URAT1 a variantami
ABCG2 S572R,Q141K,D620N,T434M. Signal o molekulové hmotnosti cca 65 kDa
predstavuje glykosylovany URAT1, signal o molekulové hmotnosti cca 50 kDa predstavuje
neglykosylovany protein. Detekce polyklonaini protilatkou. Proteinovy marker Spectra
multicolor broad range protein.
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Obr. 16. Chemiluminogram vzork( z oocytu injikovanych mRNA pomocného transportéru
URAT1 a mRNA alelickych variant ABCG2 S572R,Q141K,D620N,T434M. Signal o
molekulové hmotnosti cca 65 kDa predstavuje glykosylovany URAT1, signal o molekulové
hmotnosti cca 50 kDa pfedstavuje neglykosylovany protein. Detekce polyklonalni protilatkou.
Proteinovy marker Spectra multicolor broad range protein.
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6. Diskuze

Provedl jsem in vitro transportni studie alelickych variant transportniho proteinu
ABCG2. Za timto ucelem jsem vyuzil oocyty zaby Xenopus laevis z chovu Laboratofe
vyvojové biologie PfF UK. Po mikroinjekci cRNA a expresi divoké Ci pfislusné alelické
varianty ABCG2 jsem méfil uptake radioaktivné znacené kyseliny mocové. Alelické
varianty, predstavované aminokyselinovymi zaménami v polypeptidové struktufe,

uvadim ve schematicky znazornéné strukture transportéru ABCG2 na obrazku 17.

%

16066

Out

EE00e0rte Coe,

(e

K.360del

S
()
=)
5
=

=)

APECEEEEEEOEEC
s

2

HOSE00EECEEEEREE0EE0EEE00G,,
DOER0EERER0DE) E
_HECOPREEEEERCE
ZeoEeECERE0EEeG
EEEDERE0E0EEEE),
5000690060
eaaaa@eeaaeeeag

OPEREDE0CEER

BOE00CCERDEED
naﬂﬂnﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂé

2,
(=)
&)
o
=)
&
&
(3
(i)
&

Obr. 17 Struktura jedné podjednotky transportéru ABCG2 s vyznaenim mnou
analyzovanych aminokyselinovych zamén. Schéma zobrazuje nukleotid vazebnou doménu
(dolni ¢ast), transmembranovou doménu tvofenou Sesti a-helixy (horni €ast) a linker region
spojujici obé domény. Pfevzato z (Toyoda et al. 2019).

6.1. Uptake uratu oocyty Xenopus laevis

V této kapitole diskutuji dosazené vysledky s vyslovenou hypotézou a s literaturou.
Neinjikované oocyty vykazuji velmi maly pasivni uptake kyseliny mocové. Tento fakt

je v rozporu s literaturou, kde jsou oocyty inkubovany v kyseliné mocové za vyuZiti
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pasivni difuze (Woodward et al. 2009). Mozné vysvétleni spatfuji v tom, ze pfi pH =
7,6, které panuje v inkubacnim médiu, se kyselina mocCova vyskytuje pfevazné jako
zaporné€ nabity aniont urat a jako nabita latka tedy pomérné obtizné prostupuje
cytoplasmatickou membranou oocytu. V nékterych funknich studii autofi inkuboval
oocyty prfes noc pfi 15°C a nebo 1 az 2 hodiny pfi pokojové teploté, popfipadé pfimo
urat injikoval do oocyttu (Woodward et al. 2009; Chiba et al. 2015). Doba nasi inkubace
byla 30 minut pfi pokojové teploté, tudiz nedostacovala pro dostatec¢nou pasivni difuzi
uratu do oocytu. Navic urat znaCeny prostfednictvim izotopu uhliku C14 je slabym
zafiCem a z toho davodu i pfi desetiminutové dobé& méreni ve scintilaénim pocitaci jsou
hodnoty rozpadu za minutu pfili§ malé a jsou tak zatizeny relativné velkou chybou. Ve
svém dusledku se neda dost dobfe rozpoznat, jestli pfipadné snizeni aktivity v
cytoplazmé je dasledkem c&innosti exportéru ABCG2 nebo chybou méreni aktivity.
Jistym feSenim by mohlo byt zvySeni koncentrace aktivniho vici studenému uratu, ale
to zase narazi na financni limity. Woodward et al. (2009) provadél své studie s 50 uM
aktivnim uratem (a s 500 uM uratem pres noc) a v této smési inkuboval vzdy 10 oocytl
po péti skupinach. Chiba et al. pouzivali koncentraci 50 yM 14C uratu a inkubaci
béhem 60 minut (ovSem pro transportér NPT1) (Chiba et al. 2015).

Transportér URAT1 zajiStuje uptake kyseliny mocové do oocytu, jejiz hladina je
vyrazné vysSi oproti neinjikovanym oocytum. Exprese tohoto transportéru byla zvolena
s ohledem na nedostateCné vysokou aktivitu kyseliny mocoveé v oocytu po tficeti
minutové inkubaci v médiu. Uptake uratu do cytoplasmy oocytu prostfednictvim
URAT1 tak zajiStuje vychozi koncentraci, ktera mize byt snizena exprimovanym
transportérem ABCG2. Enomoto et al. uvadi uptake uratu prostifednictvim transportéru
URAT1 v inkuba&nim médiu ND-96 0,19 pmol/min.oocyt, recentni prace Lee uvadi
hodnotu transportu 0,12 pmol/min.oocyt v médiu ND-96, dalSi prace se shoduji s
témito hodnotami (Enomoto et al. 2002; Mandal et al. 2017; Lee et al. 2019). Moje
hodnota ¢ini 37,5 pmol/oocyt béhem 30-ti minutové inkubace, coz odpovida hodnoté
1,25 pmol/min.oocyt. Rozpor v téchto hodnotach si vysvétluji tim, ze v mém pripadé
probihala inkubace v médiu ND-96 s koncentraci uratu 600 uM, v pfipadé Enomota v
koncentraci 50 uM a dale v tom, Ze v naSem pfipadé inkubace probihala pfi pokojové
teploté (tj. 25 °C), coz mohlo mit za nasledek vy$Si rychlost enzymatické reakce i kdyz
Lee et al. inkuboval oocyty dokonce pfi teploté 37°C. Pfipadné mohla sehrat roli vysSi
exprese URAT1 v oocytech v nasem pfipadé, i kdyz je nutno podotknout, ze jak

Enomoto, tak Lee injikovali 50 ng mRNA na oocyt, stejné jako ja. Dal$i moznosti je
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zvySeny uptake zplUsobeny naruSenou cytoplazmatickou membranou v misté vpichu
kapilary pfi mikroinjikaci. Koncentrace kyseliny moCové v oocytu klesla po deseti
minutach inkubace v médiu ND-96 bez kyseliny mocové, coz muze byt zplsobeno
jednak cinnosti endogennich exportéri v membrané oocytu a nebo vySe zminénou
moznou trhlinou v cytoplazmatické membrané oocytl. Vzhledem k relativné velkému
rozptylu hodnot je ale mozné, Ze se ve skuteCnosti spis jedna o statistickou odchylku.
Wt varianta ABCG2, exprimovana bez pfitomnosti pomocného transportéru URAT1,
shizuje koncentraci uratu v oocytu o 10 %. Vzhledem k velkému rozptylu hodnot ale
nelze tvrdit, Zze toto sniZzeni ma na svédomi pravé aktivni transport uratu
prostfednictvim ABCG2 a hodnota tak neni prikazna. Woodward et al. uvadéji snizeni
akumulace uratu v oocytu o asi 68 % a to pfi inkubaci v médiu s 500 uM koncentraci
uratu a po 120 minutové dobé (Woodward et al. 2009).Pfi téchto podminkach mnou
inkubované oocyty jiz nekrotizovali. Proto jsem se rozhodl| pouzit pro zajisténi uptake
kyseliny mocové pomocny transporter URAT1.

Nasledna inkubace deset minut v roztoku ND-96 jiz vic nezménila obsah kyseliny
mocové v oocytu. Hodnota koncentrace uratu u oocytl exprimujicich ABCG2 je také
téméF shodna s koncentraci u oocytl neinjikovanych, tedy bez exprimovanych
transportnich proteind. To naznaluje, Zze veSkery urat akumulovany do oocytl
transporterem URAT1 je exportovan ven proteinem ABCG2. Proto po dalSich deseti
minutach inkubace v médiu bez uratu jiz nemlize dojit k dalSimu snizeni jeho
cytoplazmatické koncentrace.

Oocyty exprimujici wild type variantu transportéru ABCG2 spolu s transportérem
URAT1 vykazuji béhem 30-ti minutové inkubace latkové mnozZstvi kyseliny mocové
17,3 pmol/oocyt, coz odpovida transportni kapacité ABCG2 (37,5 - 17,3)/30 min = 0,67
pmol/oocyt.min. Woodward ve své praci uvadi akumulaci uratu v oocytu exprimujicim
ABCG2 asi 0,40 pmol/oocyt béhem stodvacetiminutové inkubace oproti oocytim bez
exprese tohoto transportéru, kde byla zjisténa akumulace 1,5 pmol/oocyt. To odpovida
transportni kapacité (1,5 - 0,4)/120 = 0,0091 pmol/oocyt.min (Woodward et al. 2009).
Jinymi slovy mnou zjiSténa hodnota transportu kyseliny mocové wild type variantou je
74 x vy$Si nez publikovana hodnota. Tento rozpor si vysvétluji pfedevsim tim, Ze autofi
zde inkubovali oocyty v 500 pM kyseliné mocCové pfi 15 °C, kdezto v mém pfipadé
probihala v témér stejné koncentraci inkubace pfi pokojové teploté. Teplota tedy mohla
pozitivné ovlivnit aktivitu enzymu, coz je v souladu s tim, Ze se jedna o lidsky

transportér, pracujici v teplotnim optimu 37°C. DalS$im faktorem mulze byt pravé
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zminény aktivni transport kyseliny moCové do oocytu prostfednictvim URAT1, ktery
zpusobuje vysSi koncentraci kyseliny mocové v cytoplazmé (100 - krat). Je tedy
mozné, ze relativné nizsi koncentrace kyseliny mocoveé v oocytu v praci Woodwarda
et al. (2009) zpusobena difuzi, a ktera poskytuje méné intracelularniho substratu pro
ABCG2 nez u oocytl s exprimovanym URAT1, obsazuje méné Casto mensi pocet
transportérl, coz vede k nizsi primérné transportni rychlost. Ichida publikoval hodnotu
Michaelis - Menteovské konstanty Km = 8,24 mM +-1,44 a Vmax = 6960 pmol/min
vztaZzenou na mg proteinu (Ichida et al. 2009). JelikoZ jsem v8ak nestanovil mnozstvi
exprimovaného ABCG2 na membrané oocytu, neni mozné z této hodnoty vyvodit
primy zavér. Je ale zfejmé, Ze hodnota koncentrace uratu v oocytu v mém pfipadé je
bliz§i hodnoté rovnovazné konstanty nez hodnota Woodwardova, coz nutné vede k
vySSi transportni rychlosti. Inkubace deset minut v médiu ND-96 bez kyseliny mocoveé
vede k dalSimu poklesu intracelularniho uratu, coz znamena, Ze transportér je i nadale
plné funkéni, avSak transport se ponékud zpomalil, coz mlze byt vysledkem vypadku
uptake uratu, snizenim intracelularni koncentrace o 55 % a nasledkem toho dochazi i
ke sniZeni transportni rychlosti. Imunodetekce na membrané potvrdila pfitomnost wt
varianty ABCG2. Nehomogenitu v intenzité signalu pro tuto varianty spi$ pfi¢itam na

vrub nedokonale provedenému Western blotu.

6.2. Funkéni studie alelickych variant transportéru ABCG2

Varianta Q141K transportéru ABCG2 vykazuje signifikantné niZ8i transportni kapacitu,
coz je se projevuje zvySenou koncentraci radioaktivné znacené kyseliny mocCové v
oocytu oproti wild type varianté. Ichida et al. (2009) popsal v experimentu na
membranovych vaccich z bunék linie HEK293 snizeni ATP zavislého transportu na 47
% transportni kapacity wild type varianty proteinu. Higashino popsal snizeni na 44%
transportni aktivity (Higashino et al. 2017). Woodward v experimentu s oocyty
exprimujicimi endogenni ABCG2 s mutaci Q141K doSel k obdobnému zavéru -
redukce akumulace byla 54 % oproti wt varianté. V naSem pfipadé doslo ke snizeni
transportni kapacity pro urat na 32% kapacity wt proteinu. Tato hodnota, vyjadfena
jako pomér mnozstvi uratu prfenesené divokou variantou ABCG2 oproti mnozstvi
prenesenému variantou Q141K je niz§i nez uvadéji literarni idaje. Odchylka je zifejmé
zpusobena jinymi podminkami kultivace, nez pouzili ostatni autofi ¢i mensim

mnozstvim oocytl ve funkéni studii.
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V literatufe byla popsana jako mozna pfiina sniZeni transportu snizena exprese
varianty Q141K transportéru ABCG2 (Imai et al. 2002; Toyoda et al. 2019). Tento jev
Ize vysvétlit zvySenou ubiquitinaci a naslednou degradaci této varianty v proteasomu,
priCemz experimenty podporujici tuto hypotézu byly provedeny na bunécné linii Flp-In-
293 (Furukawa et al. 2009). Také se uvazuje o negativnim vlivu na stabilitu nukleotid
vazebné domény ABCG2 (Woodward et al. 2013). Tato stabilita mize byt ovlivnéna
interakci mezi nukleotid vazebnou a &asti transmembranové domény (Laszlé et al.
2016). Imunodetekci Western blotem, kterou jsem pro kazdou variantu proved! z péti
oocytu jsem v8ak nezjistil vyrazné odliSnou miru exprese této varianty. Tento fakt si
vysveétluji tim, Zze jsem k provedeni Western blotu pouzil lyzaty celych oocytl (pouze
se separovanymi Zloutkovymi granulemi), tudiz jsem detekoval i protein, ktery nebyl
exocytovan na membranu a nebyl tedy ve skutecnosti funk&ni. Ovéreni miry exprese
ABCG2 na membrané jsem chtél provést pomoci povrchové biotinylace nebo separaci
membran, ktera se bohuzel nezdafila a vysledky tak nebyly prikazné. Na druhou
stranu Woodward uvadi u oocytd X.laevis mikroinjikovanych stejnym zpusobem
alelickou variantou Q141K ABCG2 shodnou miru exprese ABCG2 na membrané u této
varianty i wild typu (Woodward et al. 2009). Po inkubaci v Cisttm médiu bez
radioaktivniho uratu doslo ke snizeni aktivity v cytoplasmé oocytu. Tento ubytek ma
vysvétleni opét v odstranéni zdroje uratu z kultivacniho média a tim pokles aktivniho
uptake a nasledné i efluxu. Alelicka varianta transportéru ABCG2 Q141K je spojena
se vznikem hyperurikemie a dny. Tento zavér byl potvrzen studiemi provedenymi na
japonské, americké i afroamerické populaci, ¢asti Polynézské populace i v populaci
Ceské (Woodward et al. 2009; Yamagishi et al. 2010; Phipps-Green et al. 2010;
Stiburkova et al. 2017). V mnou provedené funkéni studii jsem v souladu s ostatnimi
autory zaznamenal pokles transportni funkce ABCG2 Q141K, ktery lze dat do
souvislosti s vyskytem hyperurikemie a dny u nositelll této mutace. Vy$Si hladina uratu

Vv séru je zfejmé zplsobena snizenou ucinnosti exkrece uratu timto transportérem.

Varianta R147W je prvni z testovanych variant, ktera byla popsana u pacientu trpicich
dnou a pochazejicich z Ceské republiky. Je v8ak zastoupena zfejmé velmi vzacné
(Stiburkova et al. 2017). Pfi in vitro transportni studii se manifestuje signifikantné nizsi
transportni kapacitou projevujici se zvySenou koncentraci radioaktivné znacCené
kyseliny mocCoveé v oocytu oproti wild type varianté. Vzhledem k blizkosti argininu 147

(R147) ke glutaminu 147 (Q141) mGzeme oCekavat, Ze i tato zaména bude ovliviiovat
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stabilitu nukleotid vazajici domény a snizovat tak transportni schopnost proteinu,
podobné jako vySe zminéna varianta Q141K. V recentni praci Zambo et al. (2019) v
experimentu na membranovych vaccich z bunék sf9 ukazali, ze varianta R147W
skuteCné nevykazuje zadnou ATPazovou aktivitu. Z toho je mozné ucinit zavér, ze
protein s touto mutaci neni schopen viibec zadny substrat pfenaset. Naproti tomu
Kondo et al. popsali u téméf sousedni aminokyselinové zamény alaninu za prolin
(A149P) jen velmi malo naruSeny transport substratu, jimz byl metotrexat a
dehydroepiandrosteron sulfat (Kondo et al. 2004). Na Western blotu z celych oocytl z
nasi studie nebyl protein vibec detekovan. To je v souladu s praci spolupracujiciho
japonského tymu, ktery na povrch membranovych vacku z bunék HEK293 expresi
proteinu také vabec nenalezl (Toyoda et al. 2019). Stejny fenomén, tedy absence
transportéru s touto mutaci na cytoplazmatické membrané, byl zaznamenan i v dalSi
praci (Zambo et al. 2019). Nas vysledek tedy spi$ ukazuje na unik urat z oocytu pasivni
cestou a to bud prostou difuzi nebo poruSenou cytoplazmatickou membranou.
Schopnost transportéru s touto variantou prenaset urat je tedy zfejmé pouze artefakt
vznikly pfi nasich funkénich studiich. Po desetiminutové inkubaci v médiu bez aktivniho
uratu doslo ke zvySeni aktivity v cytoplazmé oocytu, coz si vzhledem k velikosti
smérodatné odchylky vysvétluieme spiS tak, Ze ve skuteCnosti je koncentrace
radioaktivniho uratu stejna i po desetiminutové inkubaci v médiu, coz dokresluje
nefunk&nost této varianty transportéru. PFiCinou nefunknosti ale bude spi$ chybna
maturace a pfedCasna degradace takto postizeného proteinu, nez defekt ve vazbé
substratu nebo ATP: Tato alelicka varianta se skute¢né vyskytuje u pacientl s
patologicky vysokou hladinou kyseliny mocove, ktera je pficinou hyperurikemie Ci dny
(Stiburkova et al. 2017).

Dal$i alelicka varianta transportéru ABCG2 (S572R) byla dosud popsana pouze u
Ceské kohorty pacientl s dnou (Stiburkova et al. 2017). Varianta S572R se také
projevuje signifikantné snizenou transportni kapacitou (o 33,8 % vyjadifeno narGstem
akumulace uratu), ktera se projevuje vy3si koncentraci radioaktivné znacené kyseliny
mocoveé v oocytu ve srovnani s wt variantou ABCG2. Toyoda et al. (2019) naopak
nedetekovali Zadnou transportni aktivitu pro kyselinu mocovou. Serin 572 se nachazi
v paté transmembranové smycce ABCG2 a je také soucasti mozného CRAC motivu
pro vazbu cholesterolu, ktery je konzervovan mezi vSemi obratlovci, avSak jak se

ukazalo, neni mistem regulace cholesterolem (Gal et al. 2015). Laszlo et al. na
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pocCitacovém modelu taktéz ukazal, Ze oblast paté membranové smycky tvori smycku
tvaru V obracenou do lipidové dvojvrstvy a je analogicka P-smyc&kam iontovych kanalt
(Laszlo et al. 2016). Je tedy mozné, Ze se tato smycCka se podili na exportu substratu
na extracelularni strané membrany a Ze prave serin 572 se muze podilet na transportu
uratu. Nicméné mutace sousedniho tyrozinu 570 (Y570S) neméla vliv ani na
ATPazovou aktivitu ani na expresi proteinu (Gal et al. 2015). Drobné snizeni
koncentrace kyseliny mocCoveé v oocytu po desetiminutové inkubaci v médiu ND-96 |ze
vysvétlit nepfesnosti méreni a rozptylem hodnot. Z lyzatu z celého oocytu jsem nezjistil
zadnou expresi proteinu ABCG2. Toyoda et al. (2019) v bunkach HEK 293 prokazali
dale nepfitomnost transportéru na plazmatické membrané. Podobné mutace v
sousedni aminokyseling, izoleucinu 573 (zaména 1573A) vede ke ztraté zacileni
proteinu na membranu bunék a zlistava tak na membrané endoplazmatického retikula
(Haider et al. 2015). Takto je mozné vysvétlit nizkou az Zadnou funkci této varianty jeji
nepfitomnosti na membrané oocytu. Alelicka varianta S572R transportéru ABCG2 v
mnou provedené funkéni studii snizuje transport kyseliny mo€ové, coz odpovida jejimu
vyskytu u pacientu s hyperurikemii a dnou, které jsou ziejmé zpusobené snizenym

vylu€ovanim uratu prostfednictvim tohoto transportéru (Toyoda et al. 2019).

Stejné jako predchozi dvé varianty byla i dal§i popsana na kohorté ¢eskych pacientd
trpicich dnou. Alelicka varianta T153M se v nasi funk&ni studii projevuje signifikantné
nizsi ucinnosti transportu uratu, tudiz oocyty vykazuji zvySenou koncentraci
radioaktivné znacené kyseliny mocoveé. Transportni ucinnost je sniZzena pouze asi o
16 %. Po inkubaci v médiu bez kyseliny mocové po dobu deset minut jizZ nedoslo k
dalSimu vyraznému snizeni jeho intracelularni koncentrace. Je mozné, Ze snizeni spis
neni patré diky smérodatné odchylce. V experimentu na invertovanych
membranovych vaccich z bunék HEK293 byl zjistén stejny trend, tedy snizeni
transportu uratu, konkrétné na 25 % transportni aktivity wt varianty (Toyoda et al.
2019). Dalsi prace uvadi rovnéz snizeni transportni aktivity (pro substrat Hoechst
33342) a také snizeni ATPazové aktivity proteinu s touto mutaci o zhruba 50 % (Zambo
et al. 2019). Western blot z celobunécnych lyzati oocytld ukazal, ze je protein
exprimovan, ale zifejmé se snizenou mirou oproti wild typu. Zambéd et al. uvadi v
experimentu na bunécéné linii HEK293 nizSi celkovou expresi této varianty, ale témér
stejné zastoupeni proteinu na cytoplazmatické membrané. NizSi celkovou expresi u

stejné bunécné linie zaznamenal i Toyoda et al. (2019), stejné jako Yoshioka et
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al.(2007), ktery rovnéz popsal nizsi rezistenci transfekovanych bunék k cytostatiku SN-
38 (Zambo et al. 2019; Yoshioka et al. 2007; Toyoda et al. 2019). Zaména T153M se
nachazi mezi Walkerovym motivem A a B v nukleotid vazebné doméné. Vzhledem ke
sveé relativni blizkosti k vySe zminénému glutaminu 141 je mozné, ze zaména
threoninu za nepolarni methionin naruSuje interakci mezi nukleotid vazebnou
doménou a spojovacim helixem. Obdobny mechanismus se pfedpoklada u varianty
Q141K (Laszl6 et al. 2016). SniZzena transportni u¢innost této varianty ABCG2 koreluje
s vyskytem dny a hyperurikemie u jejich nositelt (Stiburkova et al. 2017). Vzhledem k
tomu, Zze se moje vysledky odchyluji od literarnich udajd, nelze jednoznacné fici, ze se

skutecné tato varianta podili na vzniku dny.

Dal$i varianta byla také popsana u pacientd s dnou (Stiburkova et al. 2017). V ramci
funkeni studie jsem zjistil, Zze zaména fenylalaninu 373 za cystein (F373C) zpusobuje
signifikantné sniZzenou transportni schopnost ABCG2 coZ se projevuje zvySenou
koncentraci radioaktivné znacené kyseliny moCové v oocytu. Snizeni transportni
kapacity €ini 62,5 % aktivity wild type varianty ABCG2 (snizeni o 30,6 %). Toyoda
stanovil u této varianty sniZeni transportni aktivity na 60 % aktivity wt formy (Toyoda
et al. 2019). Také v dal$i studii bylo zaznamenano sniZeni transportu Hoechst 33342
a to na 82 %. Bazalni aktivita byla zjiSténa na stejné urovni jako u divoké varianty
transportéru, ale na rozdil od n&j neni stimulovatelna quercetinem (Zambo et al. 2019).
Nami zjiSténa aktivita transportéru tedy odpovida zjisténi ostatnich autorti. Zaroven po
desetiminutové inkubaci v médiu bez uratu doslo k dalSimu sniZeni jeho koncentrace
uvniti oocytu, coz naznacuje, ze je transportni aktivita zachovana. Alelicka varianta
postihuje konec spojovaciho linkeru mezi nukleotid vazebnou a transmembranovou
doménou. Obdobné jako u dalSi varianty, delece lyzinu 360 (viz nize), se nabizi otazka,
jestli mutace F373C ovliviiuje oblast homologickou s kanonickym C-motivem. Tento
motiv se nachazi v pozici L352 az E356 a vyskyt mutaci v ni snizuje transport substratu
i ATPazovou aktivitu (Macalou et al. 2016). Vzhledem k zachovalé ATPazové aktivité
lze predpokladat, Ze transport je snizen spiS nasledkem snizeného mnozstvi
transportéru na cytoplazmatické membrané. Zambod et al. (2019) uvadi asi 75 %
expresi alelické varianty na membrané nez u divoké varianty. Obdobny vysledek uvadi
i Toyoda, kdy u celobuné&ného lyzatu rovnéz doslo ke snizeni exprese (Toyoda et al.
2019; Yoshioka et al. 2007). Po detekci Western blotem jsem ale zjistil pfiblizné stejnou

miru exprese jako u wild type varianty. Je ale spi§ mozné, Ze se jedna o experimentalni
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artefakt zpasobeny nedokonale provedenym Western blotem. SniZzeni transportni
kapacity touto mutaci odpovida pozorovani, ze jeji vyskyt u pacientl je spojen s

vyskytem dny a hyperurikemie (Stiburkova et al. 2017).

Mezi dalsi, vzacny haplotyp ABCG2, ktery se nachazi u pacientt s dnou patfi zaména
threoninu 434 za methion (T434M). Podle nami provedené funk¢ni studie ma varianta
T434M signifikantné snizenou transportni kapacitu. Snizeni kapacity se jako u
ostatnich variant, projevuje zvySenou koncentraci radioaktivné znaCené kyseliny
mocové uvnitf oocytu. Transportni kapacita uratu v oocytu je sniZzena na 40,5 %
transportu u wild type varianty ABCG2. V Zamboové praci je ziejmé také snizeni
transportni aktivity a to na 76 % oproti divoké varianté. Bazalni ATPasova aktivita této
varianty je naopak zvySena asi o 50 % (Zambd et al. 2019). V experimentu na
invertovanych membranovych vacécich se potvrdil snizeny transport kyseliny mocové,
a to sice az na cca 5 % aktivity wild type varianty (Toyoda et al. 2019). Po
homogenizaci celych oocytl jsem v lyzatu detekoval ABCG2 T434M zhruba ve
stejném mnozstvi jako u divoké varianty. Toto pozorovani odpovida udajum v
literatufe, pfiCemZ obsah proteinu na cytoplazmatické membrané odpovida divoké
varianté proteinu (Toyoda et al. 2019; Zambo et al. 2019). Zaména threoninu 434 za
methionin se nachazi ve druhé transmembranové smycce. Vzhledem k tomu, Ze neni
narusena exprese ani zacileni proteinu na membranu, uvaZujeme spiS o poruseni
schopnosti transmembranové domény vazat substrat. Snizena ATPazova aktivita by
odpovidala spi$ vysledkim zjisténym Toyodou (nizka transportni aktivita pro urat).
Naopak mé vysledky se spi$ shoduji se zjisténim Zambd. Navic snizeni koncentrace
kyseliny mocové v oocytu po desetiminutové inkubaci spiS ukazuje, Ze tato varianta je
skute¢né transportné funk&ni a proto doslo v nepfitomnosti uratu v inkuba¢nim médiu
ke sniZeni jeho intracelularni koncentrace. Vysledky ziskané na membranovych
vaccich, to je vysoka ATPazova aktivita (Zambd et al. 2019) a souCasné nizka
transportni schopnost pro urat (Toyoda et al. 2019) naznacuji, Ze u této varianty pfi
pFipravé nebo testovani invertovanych vacku dochazi ke zméné aktivity transportéru.
Pro takové tvrzeni je vSak nutné provést dalSi opakovani téchto experimentl s touto
variantou. V literatufe jsou popsany dvé mutace ve stejné membranové smycce.
Alelicka varianta F431L zpUsobuje snizenou rezistenci k cytostatiku SN-38 a
mitoxantronu, a¢ se neméni exprese proteinu (Yoshioka et al. 2007; Ai Tamura et al.

2007). Dalsi alelicka varianta lezici ve druhé transmembranové smycce je S441N.
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Tato varianta naopak zpUsobuje nizZSi expresi, pficemz protein je degradovan v
proteazomu (Nakagawa et al. 2008). | tato varianta zpusobuje snizeni transportu
metotrexatu, porfyrinu Ci estron sulfatu k nule (A. Tamura et al. 2006; Sjostedt et al.
2017). Dalo by se tedy pfedpokladat, Ze mutace v této transmembranové smycce
snizuji u€innost transportu a to bud’ tak, ze zpusobuji degradaci nascentniho proteinu
nebo tak, Ze zaménou aminokyselin dochazi ke ztraté specifity pro dany substrat. U
nami testované varianty T434M se zda, ze tento threonin napomaha vazbé uratu na
transmembranovou doménu nutnou k jeho uspésSnému exportu ven z bunky. Pokles
transportni funkce pro kyselinu mocCovou této varianty koreluje s vyskytem

hyperurikemie a dny u pacientl nesoucich tento haplotyp (Stiburkova et al. 2017).

Alelickou variantou, ktera az dosud nebyla popsana v databazi, je zaména serinu 476
za prolin (S476P) (Stiburkova et al. 2017). Mutace zplUsobena touto variantou ma
podle mnou provedené funkéni studie na svédomi témér uplné zastaveni transportu
uratu (transportni aktivita je 20,4 % aktivity wt varianty). Koncentrace kyseliny mocové
v oocytu je témér stejné velka jako u oocytl bez exprimovaného ABCG2, do néjz je
radioaktivné znacCeny urat transportovan prostfednictvim proteinu URAT1. Po
desetiminutové inkubaci v médiu bez uratu se ale ukazuje, Ze se aktivita v oocytu
sniZuje, coz znamena, ze transportér i tak néjaky urat prenasi. Vzhledem k velikosti
smérodatnych odchylek je také mozné, Zze ve skuteCnosti byl transport po deseti
minutach minimalni a jedna se tedy pouze o odchylku, zplsobenou nedostate¢né
presnym méfenim aktivity. V experimentu na bunécéné linii HeLa byl zméfen pokles
aktivity, pfedstavovany poklesem akumulace barviva Hoechst 33342, na 73 % aktivity
divoké varianty transportéru. Snizeni ATPazové aktivity je na urovni asi 30 % wild type
varianty (Zambo et al. 2019). V experimentu provedeném na membranovych vaccich
doslo ke snizeni asi na 10 % transportni aktivity nemutovaného proteinu (Toyoda et
al. 2019). Detekci na Western blotu jsem zjistil stejné zastoupeni proteinu v celkovém
lyzatu jako u divoké varianty. Tento fakt je v souladu jak se zjisténim Zambd, tak i
Toyody (Toyoda et al. 2019; Zambo et al. 2019). Zaména serinu za prolin se nachazi
ve tfeti transmembranovém a-helixu ABCG2. Aminokyselinovou zaménou, ktera se
vyskytuje ve stejné membranové smycce, je zaména fenylalaninu 489 za leucin
(F489L). Tato varianta rovnéz snizuje transport estron sulfatu a fluorescencéniho
barviva lucifer yellow. Jelikoz je rovnéz snizena exprese této varianty da se

predpokladat, Ze prave to zpusobuje snizenou transportni aktivitu (Sjostedt et al. 2017;
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Deppe et al. 2014). V pfipadé nami testované varianty sice nebyla sniZzena exprese
S476P varianty ABCG2, ale i tak se poSkozeni sekvence tfeti transmembranové
smycCky podili na ztraté afinity jeji k substratu. Jak jsem uvedl vySe, tranasmmebranova
doména ziejmé tvofi ¢ast nutnou pro export substratu do extracelularniho prostoru
(Laszlo et al. 2016). Zfejmé je tedy serin 476 nutny pro vazbu kyseliny moCové na
transmembranovou €ast. Pfedpoklad, Ze alelicka varianta zpusobuje hyperurikemii a
dnu u svych nositelt prostfednictvim poskozeni funkce transportéru ABCG2 byl

experimentalné potvrzen.

Delece lysinu K360del v ¢eské skupiné pacientd s dnou byla identifikovana jako
vzacna. V nasi funkéni studii se tato alelicka varianta projevila nesignifikantné mirné
snizenou transportni kapacitou, ktera zplsobuje zvySenou koncentraci radioaktivné
znacené kyseliny mocCové v oocytu. Ve srovnani s wild type variantou ABCG2 jde o
snizeni na uroven 83 % cCinnosti divoké varianty. Detekci pomoci Westernblotu jsem
tuto variantu nalezl v celkovém lyzatu v pfiblizné v mnozstvi stejném jako variantu
divokou. V experimentu na membranovych vaccich byl zjiSttn naopak zvySeny
transport kyseliny moCové. Exprese zustala nezménéna (Toyoda et al. 2019). Naopak
v HelLa bunkach exprimovana varianta zplasobuje snizeni asi na 71 % cinnosti wild
type varianty, pficemz ATPazova aktivita byla zvySena asi o 20 %. Exprese na
membrané i v celkovém lyzatu byla srovnatelna s divokou variantou (Zambo et al.
2019). Desetiminutova inkubace v médiu bez uratu se neprojevila snizenim, coz maze
byt artefakt v ramci smérodatné odchylky. Delece lysinu 360 se nachazi ve spojovaci
oblasti (linker regionu) mezi nukleotid vazebnou a transmembranovou doménou
transportéru ABCG2. Vliv mutaci v této ¢asti transportéru, jak jiz bylo uvedeno vyse,
analyzoval Macalou et al.(2016). Zaména ve struktufe polypeptidu v oblasti tzv.C-
motivu, ktery pfedstavuje aminokyseliny 352 az 356, vede ke sniZeni transportni
funkce, ktera byla v plvodni praci pfedstavovana rezistenci k cytostatiku mitoxantron.
Také ATPazova aktivita byla snizena (mutacemi v leucinech 352 a 353). Zaroven
nebyla témito mutacemi vyrazné pozménéna exprese na cytoplazmatické membrané
(Macalou et al. 2016). Obdobné bylo zjisténo, Ze zaména aspartatu 296 za histidin
(D296H), ktera lezi rovnéz v linker regionu, snizuje rezistenci bunék k rtznym
cytostatikim (jednalo se o tyrosin kinazové inhibitory). U této alelické varianty byla
zjisténa i snizena exprese proteinu (Skoglund et al. 2014). V souladu s témito zjisténimi

a zejména s praci Macalou et al. (2016) se zda, Zze mutace (v tomto pfipadé pfimo
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delece) ma vliv na transport substratu a také na ATPazovou aktivitu. Jelikoz se nami
testovana delece lysinu 360 nachazi v tésné blizkosti C2-motivu, je zfejmé ze tato
oblast reguluje pfenos konformacni zmény, vyvolané hydrolyzou ATP na dalSi Casti
proteinu, které jsou zodpovédné za vazbu substratu a jeho eflux. Rozpor mezi moji
funkCni studii a experimentem na membranovych vaccich (Toyoda et al. 2019) si
vysvétluji nejspis jako artefakt zpasobeny velkymi smérodatnymi odchylkami v aktivité
zjisténé uvnitf membranovych vackld. Na rozdil od mutaci v C2-motivu, delece lysinu
360 zvysSila ATPazovou aktivitu. Je mozné, Ze je to vlivem ztraty kladné nabitého
lysinu, ktery muze elektrostaticky interagovat s vazanym ATP, fosfatem nebo s Casti
nukleotid vazajici domény. U pacientl s hyperurikemii a dnou se delece lyzinu 360
sice vyskytuje, ale vzhledem k témérf nezménéné transportni kapacité Ize uvazovat
spiS o tom, ze jeji vyskyt spolu s vyskytem hyperurikemie je nahodny. ZvySena sérova
hladina uratu muze byt tedy zplsobena spi$ jinym patologickym mechanismem.
Vzhledem k rozpornym vysledkdm by bylo vhodné transportni funkci znovu nezavisle

OVEfit.

Haplotyp D620N byl nalezen u Ceské kohorty pacient(i s dnou. Zaména aspartatu 620
za asparagin se v nami provedené transportni studii projevuje nesignifikantné mirné
snizenou transportni schopnosti ABCG2, coz ma za nasledek zvySeni koncentrace
radioaktivné znacCené kyseliny mocCové v oocytu ve srovnani s divokou variantou
ABCG2. SnizZeni transportni aktivity jsem stanovil na 82,7 % aktivity wild type varianty.
Po desetiminutové inkubaci v médiu bez uratu jsem zjistil pokles aktivity v cytoplazmé
oocytu. U této varianty jsem detekoval ABCG2 v celkovém lyzatu oocytu a to pfiblizné
ve stejném mnozstvi jako u wt varianty ABCG2. Testovanim na membranovych
vaccich bylo zjisténo, ze zaména tohoto aspartatu za asparagin zpusobuje snizeni
transportu uratu na 80 % aktivity divoké varianty (Toyoda et al. 2019). Muzeme tedy
fict, Ze naSe pozorovani u této varianty se shoduje s experimentem provedenym na
invertovanych membranovych vaccich. Aspartat 620 se naléza v extracelularni
smycce proteinu ABCG2. Vethanayagam et al. (2005) zjistili u této varianty narast
exprese 2,4-krat vysSi nez u wild type varianty. Transport cytostatika mitoxantronu byl
asi 0 50 % snizen oproti divoké varianté, stejné jako ATPazova aktivita mutovaného
proteinu. Stejné tak byl sniZzen transport u varianty N590Y (Vethanayagam et al. 2005).
Dal$i studie potvrdila snizeni transportu metotrexatu na 61 % transportu wild type

varianty. U varianty NS90Y doslo rovnéz ke snizeni ucinnosti transportu (A. Tamura et
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al. 2006). Mazeme predpokladat, Zze extracelularni smy¢ka napomaha vazbé substratu
a jeho efluxu do extracelularniho prostredi. Pfi zaméné nékteré z aminokyselin dochazi
ke snizeni efluxu substratu. Na zakladé mého experimentu a z experimentu
provedeném Toyodou et al. (2019) se zda, Ze aspartat 620 je jednou z podstatnych
aminokyselin zodpovédnych za vazbu uratu. ProtoZe vSak neni eflux uratu inihbovan
je zfejmé, zZe vazbu uratu na transmembranové cCasti maji na svédomi i jiné
aminokyselinové zbytky. Snizeni ATPazové aktivity maze byt disledkem nespravné
vazby substratu na extracelularni smycku pod vlivem konformacni zmény. | u této
varianty je zmensSeni transportni kapacity relativné malé, a proto je mozné, Ze jeji

vyskyt u pacientu s dnou je spi$ nahodny, pfipadné spojeny s jinou, dalSi patologii.

Posledni nami testovana varianta byla, stejné jako ostatni, nalezena u Ceské kohorty
pacientl s dnou (Stiburkova et al. 2017). Jedna se o mutaci v sekvenci ABCG2, ktera
je nejvice zastoupena v lidské populaci (Zamber et al. 2003; Kobayashi et al. 2005).
Transportér ABCG2 nesouci zaménu valinu 12 za methionin (V12M) vykazovala v
nasi funkcni studii nesignifikantné snizenou schopnost ABCG2 transportovat kyselinu
mocovou (71,8 % aktivity wild type varianty), coz se projevilo zvySenou koncentraci
radioaktivné znacené kyseliny mocové v oocytl oproti wild type varianté ABCG2.
Funkéni studie, ktera byla provedena na membranovych vaccich z bunék HEK293,
ukazala prakticky stejnou transportni aktivitu varianty V12M jako varianty divoké
(Ichida et al. 2009). Tento vysledek byl potvrzen v dalSi funkCni studii zaloZzené také
na invertovanych membranovych vaccich, kde byla potvrzena prakticky nezménéna
transportni funkce (Higashino et al. 2017). Také transport cytostatik jako je topotecan,
metotrexat &i substratll  estrogen sulfat, paraminohyppurat, dehydroepi-
androsteron nebyl touto variantou nijak narusen (Imai et al. 2002; Kondo et al. 2004).
Analyza exprese v oocytech pomoci Western blotu ukazala stejnou expresi jako u wild
type varianty ABCG2. Takeé literarni udaje potvrzuji stejnou miru exprese v burikach
transfekovanych touto variantou ABCG2 (Imai et al. 2002). U bunék LLC-PK1 se
protein naléza na apikalni membrané ve stejném mnozstvi jako wild type (Kondo et al.
2004). Mnou zjisténa uroven transportu uratu touto variantou je nizsi nez u wild type
varianty, coZ je na prvni pohled v rozporu s literarnimi udaji. Jako nejpravdépodobné;jsi
vysvétleni se zda byt to, ze hodnoty transportu wild type ABCG2 maiji relativné velky
rozptyl, stejné jako hodnoty transportu V12M. Tyto odchylky jsou zplsobeny nizkou

aktivitou mékkého zafice C14 pouzitého pro oznaceni kyseliny mocové. Lze tedy Fici,
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Ze snizeni aktivity V12M a wild type varianty je nakonec mensi nez vySe uvedenych
75 %. V souladu s citovanymi literarnimi udaji Ize pfedpokladat, Ze aminokyselinové
zamény na N-konci proteinu ABCG2 nemeéni aktivitu proteinu. Na zakladé provedené
studie nelze kvuli rozporim s literaturou rozhodnout, zda skutené méni transport
kyseliny mocoveé a nebo ne. Varianta byla sice detekovana u hyperurikemikd z eské
populace, ale s pfihlédnutim k publikovanym pracem se zda, Ze neni pficinou vzniku

dny a narastu koncentrace uratu v séru (Stiburkova et al. 2017).

Nasi hypotézou bylo, zda uvedené alelické varianty mohou zpUsobovat vznik
hyperurikemie a dny prostfednictvim sniZzeni exkrece kyseliny mocové na apikalni
membrané epitelialnich bunék proximalniho tubulu. Testované alelické varianty
transportéru ABCG2, predstavujici jednobodové aminokyselinové zamény v primarni
struktufe, Q141K, R147W, S572R, F373C, T434M a S476P mohou sniZzovat jeho
transportni schopnost a tak tedy zvySovat koncentraci kyseliny mocové v séru nad jeji
limitni hodnotu a podilet se na vzniku dny. Naopak u zamény D620 se zda, ze
neovliviuje transportni kapacitu proteinu ABCG2 a tak zfejmé pfimo nezpusobuje
zvySeni koncentrace kyseliny moCové v séru a s tim souvisejicich chorob. Jako
vysvétleni je mozné predpokladat, ze vyskyt téchto variant sou€asné s dnavymi
onemocnénimi je nahodny nebo je ve vztahu mezi expresi dané alelické varianty
ABCG2 a rozvojem hyperurikemie jiny mechanismus, nez je pfenos uratu timto
transportérem. Vysledky funkCnich studii s alelickymi variantami V12M, delK360 a
T153M nejsou v souladu s dostupnymi literarnimi udaji, popfipadé se projevuji
neoCekavanym zplsobem, a tudiz nelze s jistotou fict, jestli jejich vyskyt skute¢né
koreluje s vyskytem hyperurikemie nebo dny. U téchto variant by bylo nutné opétovné

ovéfeni, nejlépe s vyuzitim jiné metodiky.
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7. Zavér

Proved| jsem funkéni studii alelickych variant transportéru ABCG2, které byly ramci
genu ABCG2 identifikovany jako podezielé ze souvislosti s dnou Stiblirkova et al.2017.
Testovani transportni kapacity kyseliny mocCové jsem provedl na modelu
nematurovanych oocytl zaby Xenopus laevis exprimujicich danou alelickou variantu
transportéru ABCG2 (BCRP) a pomocny transportér URAT1 (SLC22A12), ktery
zajiStoval aktivni uptake kyseliny mocové. Prukaz exprese jsem pro kazdou variantu
provedl pomoci imunoblotovacich technik. Varianty Q141K, R147W, S572R,
F373C,T434M a S476P maiji sniZzenou schopnost transportovat urat in vitro coz
naznacuje, Ze jsou pravdépodobné zodpovédné za rozvoj dny. Varianta D620N nema
snizenou transportni kapacitu pro urat a zfejmé tak neni pfimo odpovédna za vznik
dny. U variant V12M, del K360 a T153M neni na zakladé nasSi studie mozné

rozhodnout o jejich pfimém vlivu na vznik dny a bude u nich nutné dalSi testovani.
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