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Abstrakt: 

Kyselina močová je u člověka a vyšších primátů hlavním metabolitem vznikajícím 

degradací purinů. Její zvýšená hladina v séru, tzv. hyperurikemie, může být příčinou 

vzniku dny a dalších souvisejících chorob. Pro řízení urikemie mají vliv četné 

transportní proteiny, které se nacházejí v epitelu proximálního tubulu ledvin. Při poruše 

činnosti některého z nich může tedy být narušena hladina kyseliny močové v krvi. 

Celogenomovými GWAS studiemi bylo zjištěno, že často bývá při těchto patologických 

stavech postihnut transportér ABCG2, který se za normálních okolností podílí na 

secernaci kyseliny močové do moči. Cílem práce je, na modelu nematurovaných 

oocytů žáby Xenopus laevis, ověřit in vitro schopnost alelických variant ABCG2 

přenášet kyselinu močovou. Tyto alelické varianty pocházejí z celogenomových studií 

provedených Revmatologickým ústavem při 1.LF v Praze. Transport kyseliny močové 

bude srovnán 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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1. Seznam zkratek 

ARP Actin related protein 3 Protein asociovaný s aktinem 3 

BCRP Breast cancer resistence protein Protein rezistence  rakoviny prsu  

cAMP Cyclic adenosine monophosphate Cyklický adenosin monofosfát 

CB-2 Cannabinoid receptor type 2 Kanabinoidní receptor typu 2 

CREB cAMP response element binding protein Protein vázající se na DNA 

vlivem cAMP 

cRNA komplementární mRNA 

DEPC Diethylpyrokarbonát 

DMSO Dimethyl sulfoxid 

DPM Desintegration per minute Počet rozpadů za minutu 

EcoR1 Restrikční endonukleáza 

EDTA Ethylenediamintetraacetic acid Kyselina ethylendiamin 

tetraoctová 

Erα Estrogen receptor α Estrogenový receptor α 

GWAS Genome wide association study Celogenomová studie 

HEK293 Human embryonic kidney cell line Buněčná linie lidských 

embryonálních ledvin 

HIF-1 Hypoxia-inducible factor 1 Hypoxií indukovatelný faktor 1 

Km Konstanta Michaelis – Mentenové 

KO-143 (3S,6S,12aS)-1,2,3,4,6,7,12,12a-Oktahydro-9-methoxy-6-( 2-methylpropyl)-

1,4-dioxopyrazino[1′,2′:1,6]pyrido[3,4- b]indol-3-propanoát1,1-dimethylethyl ester 

LLC-PK Epithelial-like pig kidney cell line Linie epiteliálních prasečích 

buněk  

MAPK Mitogen activated protein kinase Mitogeny aktivovaná protein 

kináza 

MG-132 Benzyl N-[(2S)-4-methyl-1-[[(2S)-4-methyl-1-[[(2S)-4-methyl-1-oxopentan-2-

yl]amino]-1-oxopentan-2-yl]amino]-1-oxopentan-2-yl]carbamate 
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MRP4 Multidrug resistence protein 4 Protein mnohočetné lékové 

rezistence 

MS-222 Tricain methansulphate Trikain methansulfát 

MSX-2 Msh homeobox 2 Msh homeobox 2 

ND-96 kultivační médium pro oocyty 

NPT1 Sodium dependent phosphate  Sodno – fosfátový transportní 

protein 

OAT Oarganic anion transporter Transportér organických aniontů 

OR-2 Kultivační médium  pro oocyty () 

PBST Phosphate bufferd saline  + 0,1% Tween 20 

PCR Polymerase chain reaction Polymerázová  řetězová reakce 

pDNA Plazmidová DNA 

PHip 2-amino-1-methyl-6-fenyl-imidazol(4,5)pyridin 

PI3K Phosphatidyl inositol kinase 3 Fosfatidyl kináza číslo 3 

PPAR Peroxisomal proliferator activated factor Faktor activovaný peroxisomální 

proliferací 

PRB Progesteron receptor B Progesteronový receptor typu B 

PXR Pregnane X receptor Receptor X pro pregnan 

   

ROL Renal overloading Přetížení ledvin 

RUE Renal under excretion Patologicky nízká renální 

exkrece 

SAM S-Adenosyl methionin 

Sf9 Spodoptera frugiperda 9 cell line Buněčná linie S. frugiperda 9 

SLC Solutu carrier family Rodina přenašečů rozpuštěných 

látek 

Sn-38 7-Ethyl-10-hydroxycampthothecin 7-etyl-10-hydroxykamptotecin 

SOC medium Tekutá půda pro kultivaci bakterií 

SP1 Specifity protein 1 Specifický protein číslo 1 

(transkripční faktor) 

TPB Triphosphate broth Tekutá půda pro kultivaci bakterií 
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Xbp-1 X-box binding protein 1 X-box vazebný protein číslo 1 

Xho1 Restrikční endonukleáza 
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2. Úvod 
2.1. Význam kyseliny močové ve fylogenezi a fyziologii 

Kyselina močová (aniont urát) vzniká z xantinu, jako konečný produkt degradací 

purinů. Navazující metabolickou drahou je pak hydroxylována na 5-hydroxyizourát a 

dále na allantoin. První krok této reakce zajišťuje enzym urát oxidáza. Tento enzym je 

u člověka a velkých opic (rody šimpanz, gorila, orangutan) pseudogenem a tak 

nedochází k jeho přepisu do mRNA (Ramazzina et al. 2006; Kratzer et al. 2014) 

Následkem toho není kyselina močová u těchto savců dále metabolizována, což vede 

ke zvýšení její hladiny v séru oproti ostatním obratlovcům s funkční urátoxidázou. 

Kyselina močová v séru působí jako antioxidant, i když se zdá, že její role v ochraně 

lipidů a proteinů je spíš podružná (Ames et al. 1981; Hershfield et al. 2010) Nicméně 

kyselina močová je schopna neenzymaticky reagovat s některými typy radikálů a 

odstraňovat je tak z plazmy (Kim et al. 2009). Dále byla také vyslovena hypotéza, že 

díky podobnosti se stimulanty mozkové činnosti jako jsou kofein a nebo theobromin, 

se kyselina močová mohla podílet na stimulaci růstu mozku u primátů a předků 

člověka. Rovněž poskytuje zřejmě ochranu proti toxickému působení glutamátu a v 

součinnosti s gliovou tkání chrání před jeho účinky vlastní neuronální síť (Orowan E. 

1955; Du et al. 2007). Zřejmě také brání monocytům ve stimulaci nadměrné 

propustnosti cév prostřednictvím peroxynitrilového radikálu a nespecifickému průniku 

do tkání, kde by mohli vyvolávat zánětlivou odpověď (Scott and Hooper 2001). Zvýšení 

sérové hladiny kyseliny močové má za následek zvýšení krevního tlaku. U předků 

člověka, kteří přecházeli z kvadrupední polohy do vzpřímeného postoje, mohla 

kyselina močová sehrát významnou roli právě ve stabilizaci krevního tlaku. Tímto 

způsobem tak nahradila účinek chloridu sodného, jehož příjem v potravě byl u těchto 

našich předků zřejmě nízký (Watanabe et al. 2002). Lze tedy shrnout, že ztráta 

urátoxidázové aktivity a zvýšení hladiny urátu v séru vedla v evoluci k vytvoření 

podmínek vhodných pro vývoj moderního člověka. Dále také kyselina močová 

napomáhá ochraně mozku, pomáhá tlumit nežádoucí projevy imunitního systému, 

podílí se na redukci radikálového poškození tkání a napomáhá udržení krevního tlaku. 

2.2. Poruchy hladiny kyseliny močové v séru a jejich patologické důsledky 

Centrem vylučování kyseliny močové je ledvina (asi 70%), resp. nefron a také epitel 

střeva (asi 30 %) - viz obr. 1. V ledvině je urát spolu s ostatními nízkomolekulárními 

látkami filtrován v glomerulu. Následně dochází k jeho masivní reabsorbci v 
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proximálním tubulu, přičemž asi 5 % z něj odchází neresorbováno do definitivní moči. 

V proximálním tubulu může docházet také k secernaci urátu do primárního filtrátu. 

Diurézou člověk denně vyloučí 300 - 800 mg kyseliny močové. Normální koncentrace 

kyseliny močové v séru člověka (tzv. normourikemie) se pohybuje u mužů mezi 120 - 

420 μM  a u žen mezi 120 - 340 μM . Hodnoty koncentrace vyšší než tyto limity 

označujeme jako hyperurikemie. Zvýšená hladina kyseliny močové může být také 

příčinou dny, onemocnění, jež se projevuje mimo jiné srážením krystalků moči v 

kloubech, jež ve svém důsledku vedou k chronickým zánětlivým projevům v kloubech 

(Sundy and Hershfield 2007).  Ve Spojeném Království se odhaduje výskyt dny na 2,5 

% dospělých jedinců, ve Spojených státech 3,9 % dospělých jedinců (Kuo et al. 2015; 

Lawrence et al. 2008). Celogenomové (GWAS) studie prokázali souvislost mezi 

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

 

 
Obrázek 1 Schéma vylučování kyseliny močové. Převzato z (Bobulescu and Moe 2012)*** 

 

2.3. Celogenomové studie (GWAS)  
 
Vliv různých jednobodových polymorfismů (SNP) představujících alelické varianty se 

vyšetřuje prostřednictvím celogenomových studii (GWAS - Genom Wide Association 
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Study). První GWAS studie byla provedena v roce 2002 a zjišťovala korelaci výskytu 

SNP v genech NFKIL1, BAT1 a LTA s rizikem vzniku infarktu myokardu, přičemž právě 

SNP v LTA má souvislost s rizikem vzniku infarktu (Ozaki et al. 2002). Tyto studie jsou 

obvykle navržené a prováděné s dvěma sledovanými skupinami - kontrolní a 

případovou, případně se sleduje projev určitého fenotypového znaku. Následuje 

izolace genomové DNA, detekce jednotlivých variant a vyhodnocení signifikantně 

významných variant (McCarthy et al. 2008)***. V případě onemocnění způsobených 

zvýšenou koncentrací kyseliny močové v krvi bylo provedeno mnoho celogenomových 

studií, které identifikovali jednobodové záměny či případně jiné alelické varianty v 

genomu člověka (S. Li et al. 2007; Vitart et al. 2008; Kolz et al. 2009; Köttgen et al. 

2013). Tyto SNP postihují transportní proteiny v proximálním tubulu ledvin člověka, 

kde dochází k reabsorbci nebo sekreci urátu. Jedním z významných transportérů je, 

vedle dalších, protein ABCG2 (Dehghan et al. 2008; D. Zhou et al. 2014; R. Li et al. 

2015; Stiburkova et al. 2017). Cílem této diplomové práce je provést in vitro analýzu 

alelických variant proteinu ABCG2 na transport kyseliny močové. V následujícím 

teoretickém úvodu uvedu základní přehled o proteinech transportujících kyselinu 

močovou v proximálním tubulu člověka, o  struktuře a fyziologické funkci proteinu 

ABCG2 a o známých jednonukleotidových polymorfismech v ABCG2 majících vliv na 

transport urátu. 

 
2.4. Transportom v proximálním tubulu nefronů lidských ledvin 

 
Funkční jednotkou savčích ledvin je nefron, skládající se z proximálního tubulu, 

Henleovy kličky, distálního tubulu a sběrného kanálku ústícího do ledvinné pánvičky. 

V proximálním tubulu ledvin dochází k sekreci či reabsorbci velké řady 

nízkomolekulárních látek. Tubulus samotný je kryt těsným epitelem s buňkami 

opatřenými kartáčovým lemem na apikální straně. Na apikální i bazolaterální 

membráně epiteliálních buněk proximálního tubulu lidských ledvin se nachází řada 

transportérů, které se podílejí na transportu kyseliny močové. Porucha každého z nich 

může způsobit hyperurikemii, dnu, případně další onemocnění spojená s vysokou 

koncentrací kyseliny močové v plazmě. Na obrázku 2 uvádím stručný přehled těchto 

transportních proteinů. 
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Obrázek 2 Transportom v epiteliální buňce proximálního tubulu lidské ledviny. Upraveno podle (Z. 
Wang et al. 2019)***. 

 
2.4.1. Transportér SLC22A8 - OAT3 

 
OAT3 byl poprvé popsán u myší postižených osteosklerózou jako membránový protein 

s dvanácti transmembránovými smyčkami. Protein u myši je kódován mRNA délky 2,1 

kb a jeho polypeptid je tvořen 554 aminokyselinami. Molekulární hmotnost je okolo 66 

kDa (Brady et al. 1999). U myši je exprimován v proximálním i  distálním tubulu (Hwang 

et al. 2010). Obdobně jako OAT1 je transportér OAT3 umístěn na bazolaterální 

membráně epiteliálních buněk proximálního tubulu (Windass et al. 2007). Jak u  

člověka, tak i u myši se oba geny pro transportéry OAT1 a OAT3 vyskytují na 

chromozomu v těsné blízkosti, což by mohlo být výhodné pro hospodárnou expresi 

obou proteinů v cílové tkáni (Eraly, Hamilton, and Nigam 2003). Na modelu myši s 

knockoutovaným OAT3 byla zjištěna snížená secernace kyseliny močové do moči, což 

naznačuje, že kyselina močová je substrátem tohoto transportéru  (Eraly et al. 2008). 

Mezi další substráty OAT3 vylučované do moči patří citrát, alfa-ketoglutarát, 4-
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hydroxyfenylacetát. V experimentální praxi je hojně využívaný substrát estron-3-sulfát 

(Wu et al. 2013; Windass et al. 2007). Transport substrátu je zřejmě (stejně jako u 

všech ostatních transportérů rodiny OAT) poháněn dikarboxylátovými ionty, jako je 

alfa-ketoglutarát (Pritchard 1988). 

 
 

2.4.2. Transportér SLC22A6 - OAT1. 
 

Tento transportér byl objeven v roce 1997 v ledvinách a v nižší míře exprese i v mozku 

myši. V ledvinách je lokalizován v epiteliálních buňkách proximálního tubulu. Transkript 

je tvořen mRNA délky 2,5 kb, přičemž polypeptid obsahuje 546 aminokyselinových 

zbytků s 11 transmembránovými smyčkami. Lidská varianta má 550 

aminokyselinových zbytků (Lopez-Nieto et al. 1997; Lu, Chan, and Schuster 1999). U 

člověka se nachází na chromozomu 11q13.1-q13.2 a má čtyři sestřihové varianty 

(Bahn et al. 2000; Makoto Hosoyamada et al. 1999). V další práci byl potvrzen 

transport organického aniontu para-aminohypurátu (Pavlova et al. 2000). Myší ortolog 

transporétru OAT1 byl lokalizován na bazolaterální stranu epiteliálních buněk  (Sweet, 

Wolff, and Pritchard 1997). Rovněž lidský ortolog OAT1, vyznačující se transportem 

paraaminohypurátu, byl lokalizován na bazolaterální stranu proximálního tubulárního 

epitelu ledvin (Lu, Chan, and Schuster 1999). Dále bylo zjištěno, že OAT1 transportuje 

kyselinu močovou a to směrem do lumen nefronu (stejně tak i OAT3). Dalšími 

substráty, jež jsou secernovány do proximálního tubulu tímto transportérem patří 

barvivo fluorescein nebo kličkové antidiuretikum furosemid. Na modelu myši s  

vyřazeným transportérem OAT1 byla zjištěna změněná koncentrace 4-

hydroxyfenylpyruvátu, hydroxyfenyllaktátu, N-acetylaspartátu a 4-hydroxyfenylacetátu 

a benzoátu v séru a moči, což naznačuje, že se jedná o substráty OAT1. U těchto myší 

je rovněž snížena secernace orotátu, uracilu, propyonilglycinu či hexanoylglicinu (Eraly 

et al. 2008, 2006). 

 

2.4.3. Transportér SLC22A11 - OAT 4  
 

Tento transportér byl popsán v roce 2000 v ledvinách člověka. Později byl detekován 

i v placentě. V jiných orgánech se nevyskytuje. Transportér je kódován v ledvinách 

2,21 kb dlouhou mRNA a tvoří ho 550 aminokyselin dlouhý polypeptid. V experimentu 

na oocytech X.laevis byl zjištěn transport estron sulfátu, ochratoxinu A 
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a  paraminohippurátu. Transportér zajišťuje uptake substrátu, nikoliv jeho eflux (Cha 

et al. 2000). Další výzkum přinesl poznatek, že se OAT 4 nachází na apikální 

membráně buněk proximálního tubulu. Navíc bylo zjištěno, že jde o antiporter, který 

přenáší substrát na účet gradientu dikarboxylátových iontů (Ekaratanawong et al. 

2004). Jedním z fyziologicky významných substrátů je také kyselina močová, urát, 

která je tímto proteinem vychytávána z moči a přenášena do cytoplazmy epiteliální 

buňky. Tento uptake je 2,6 - krát zvyšován diuretikem hydrochlorothiazidem (Hagos et 

al. 2007). Podíl na absorbci kyseliny močové byl potvrzen i celogenomovou studií, i 

když nebyl prokázán vliv na výskyt dny (Glazer et al. 2012).  Ani v další studii nebyl 

potvrzen vliv na rozvoj dny, ale bylo ukázáno, že poškození transportéru může být 

příčinou jistého subtypu typu dny, který spočívá v snížení renální exkrece (RUE - renal 

underexcretion) (Akiyama et al. 2014). 

 

2.4.4. Transportér SLC2A9 - GLUT9, URATv1. 
GLUT9 byl popsán jako člen rodiny proteinů transportující glukózu. Gen SLC2A9, který 

ho kóduje, je umístěn na chromozomu 4p15.3-16. Transkript o velikosti 1,9 kbp je 

překládán do proteinu o velikosti 540 aminokyselinových zbytků s 12 

transmembránovými smyčkami (Phay, Hussain, and Moley 2000). Další práce ukázali, 

že GLUT9 se vyskytuje ve dvou izoformách - krátké (12 exonů) a dlouhé (13 exonů), 

přičemž obě se liší pouze v N-koncové sekvenci. Oba se vyskytují v buňkách epitelu 

proximálního tubulu ledvin, přičemž krátká varianta na bazolaterální membráně a 

dlouhá spíše na apikální membráně (Augustin et al. 2004). Záhy však bylo zjištěno, že 

GLUT9 vykazuje transportní aktivitu pro kyselinu močovou a to větší než pro fruktózu, 

o které bylo uvažováno jako o hlavním substrátu (Vitart et al. 2008). GLUT9 byl také 

nalezen v chondrocytech lidské chrupavky a podílí se tak zřejmě na depozici kyseliny 

močové do synoviální tekutiny kloubů při dnavých onemocněních (Richardson et al. 

2003). U myší s knockoutem pro GLUT9 bylo zjištěno městnání krystalů kyseliny 

močové v nefronech, což je známka ztráty schopnosti reabsorbovat urát zpět do 

krevního oběhu. Specifický knockout GLUT9 u myší v ledvinných nefronech potvrzuje 

předchozí závěr, ale zároveň ukazuje, že hladina urátu v séru se téměř nemění. To 

naznačuje existenci dalších mechanismů zajišťujících homeostázu urátu v organismu 

(Bonny et al. 2009; Auberson et al. 2018). U člověka byla rovněž prokázána korelace 

hladiny kyseliny močové v séru a případnými jednobodovými záměnami v sekvenci 
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SLC2A9, přičemž v některých případech dochází i k selhání ledvin (Claverie-Martin et 

al. 2018; Voruganti et al. 2015). 

 
2.4.5. Transportér SLC22A12  - URAT1 
 

URAT1 je kódován genem SLC22A12 na chromozomu 11q13. Je to transportér 

lokalizovaný na apikální straně epiteliálních buněk proximálního tubulu a jde o 

antiporter urátu za anionty. Svou přítomností zajišťuje absorbci kyseliny močové z 

primárního filtrátu, tudíž jeho dysfunkce způsobuje u pacientů snížení její koncentrace 

v plazmě (Enomoto et al. 2002). U myší s vyřazenou funkcí tohoto transportéru dochází 

ke zvýšení koncentrace kyseliny močové v definitivní moči o 39 %. Koncentrace urátu 

v séru však byla téměř stejná u divokých i knockoutovaných jedinců, což naznačilo 

přítomnost dalších transportérů podílejících se na reabsorbci urátu (M. Hosoyamada 

et al. 2010). Současně i u pacientů trpících hypourikemií nemusí být postižen 

transportér URAT1, což opět naznačovalo účast jiných transportních proteinů na 

reabsorbci kyseliny močové z primární moči (Tzovaras et al. 2007). Poškození URAT1 

jednobodovými záměnami má však vždy na svědomí hypourikemii. To podporuje 

předpoklad, že URAT1 je skutečně hlavní reabsorbční transporter v lidských ledvinách 

(Ichida et al. 2004). Je známo více mutací, které mají na svědomí sníženou transportní 

schopnost proteinu a tudíž i sníženou hladinu urátu v séru (Claverie-Martin et al. 2018). 

Transport kyseliny močové tímto transportérem lze blokovat benzomaronem, 

pyrazimadem nebo probenicidem (Ichida et al. 2004). 

2.4.6. Transportér SLC17A1 (NPT1) 
 

U člověka byl tento transportér detekován již roku 1993. Je kódován 2,5 kb dlouhou 

mRNA a představuje polypeptid o 467 aminokyselinových zbytcích o molekulové 

hmotnosti 51 kDa. Gen SLC17A1 je umístěn na chromozomu 6p21.3 - p23.(Chong et 

al. 1993). Homeologní  protein se nachází i u myši, a to  na chromozomu 13 (Chong 

et al. 1994). Transportér NPT1 přenáší substrát z cytoplazmy směrem do lumen 

nefronu a to na účet gradientu chloridových iontů - funguje tedy jako antiporter. 

Transport je blokován furosemidem (Uchino et al. 2000). Další analog NPT1 se 

vyskytuje u králíka, kde byl lokalizován na apikální membráně epiteliálních buněk 

proximálního tubulu. Jeho velikost  byla stanovena na 64 kDa (Custer et al. 1993). U 

člověka je rovněž NTP1 lokalizován na apikální membráně proximálního tubulu. 

Fyziologickým substrátem je kyselina močová, která je stejně jako další substráty 
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měněna za chloridový iont. Mutace I269T v sekvenci transportéru je často zodpovědná 

za zvýšenou secernaci kyseliny močové do primární moči. Dalším ze substrátů tohoto 

proteinu je experimentálně používaný substrát  paraaminohyppurát (Chiba et al. 2015; 

Iharada et al. 2010). 

 

2.4.7. Transportér ABCC4 (MRP4) 
 

Protein je u člověka lokalizován v močovém měchýři, plicích a také v ledvinách, kde 

se nachází na apikální membráně buněk proximálního tubulu. Jako typický ABC 

transportér přenáší substrát (kterým je také například   cGMP  a cAMP) prostřednictvím 

energie uvolněné hydrolýzou  ATP (Kool et al. 1997). Molekulární hmotnost 

transportéru se pohybuje okolo 150 kDa (Lai and Tan 2002). Transportér přenáší 

kyselinu močovou a to dokonce současně s přenosem výše zmíněného cAMP, cGMP 

(Van Aubel et al. 2004). Jednobodové záměny (například P1036L) v primární struktuře 

proteinu vedou ke změnám hladiny kyseliny močové v séru (Kolz et al. 2009). 

 

O ABCG2, dalším z transportérů na epiteliálních buňkách proximálního tubulu 

pojednává další kapitola. 

 

2.5. ABCG2 ( BCRP ) jako další z transportérů kyseliny močové 
 

Vyselektovaný subtyp buněčné linie MCF-7 odvozené z karcinomu prsu vykazoval 

rezistenci proti cytostatiku doxorubicinu. Záhy bylo zjištěno, že tato linie buněk 

exprimuje transportér z rodiny ABC (ATP binding cassette), který aktivně z cytoplazmy 

transportuje cytostatika metotrexát, daunorubicin a doxorubicin a tím způsobuje 

rezistenci buněk k těmto látkám. Transportér byl nazván BCRP (Breast Cancer 

Resistence Protein). Později byla potvrzena příslušnost k ABC rodině a gen a jím 

kódovaný transportér byl systematicky označen jako ABCG2 (Doyle, Ross, et al. 1998; 

Miyake et al. 1999). 

2.5.1. Struktura ABCG2 
 

Primární struktura ABCG2 čítá 655 aminokyselin, má šest transmembránových 

smyček, přičemž oba konce polypeptidu ční do cytoplasmy (H. Wang, Lee, Cai, et al. 

2008). Podjednotka transportéru se (stejně jako všechny ABC transportéry) skládá z 

nukleotid vazebné a transmembránové části, které jsou navzájem spojené peptidovým 
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linkerem (László et al. 2016). Nukleotid vazebná doména obsahuje oba Walkerovy 

motivy  - walkerův motiv A v pozici G80-S89 a walkerův motiv B  v pozici I206 a D210 

(Miyake et al. 1999). Walkerovy motivy se obecně účastní vazby a hydrolýzy 

ATP(Walker et al. 1982). Transportér je složen ze dvou podjednotek o molekulární 

hmotnosti 70 - 75 kDa, jež spolu dohromady tvoří homodimer (K. K. Kage et al. 2002). 

Dimerizace probíhá na základě oxidace SH skupin cysteinu v pozici 603.  Dimer je 

tedy spojen jedním disulfidickými můstky, druhý můstek tvořený cysteinem 608 je 

intramolekulární (K. Kage, Fujita, and Sugimoto 2005; Wakabayashi et al. 2007; 

Shigeta et al. 2010).  ABCG2 je v endoplazmatickém retikulu glykosylován na 

asparaginu č. 596. Po odstranění této glykosylace klesá podíl maturovaného proteinu. 

Naopak starší články nepovažují glykosylaci za nutnou podmínku transportu 

k membráně. V buněčných liniích nebyla zjištěna fosforylace proteinu a nezdá se, že 

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

homodimeru ABCG2 schematicky ukazuje obrázek 3. 

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

 

Transportér ABCG2 je u člověka lokalizován na chromosomu 4q21-q22. Gen ABCG2 

má délku 66 kbp a skládá se ze 16 exonů a 15 intronů. První exon obsahuje 

5´nepřekládanou oblast a druhý exon již obsahuje start kodon. Asi 450 párů bazí od 

prvního exonu proti směru transkripce se nachází CpG ostrov, promotor se nalézá 312 

bp upstream (Knutsen et al. 2000; Bailey-Dell et al. 2001). K zahájení transkripce je 

nutná demetylace výše zmíněného CpG ostrovu a promotorové oblasti (To et al. 2006; 

Nakano et al. 2008). Po odstranění těchto metylačních značek může dojít ke spuštění 
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transkripce.  Zvláštností je zvýšení exprese ABCG2, pozorované u termorezistentní 

buněčné linie při kultivaci za zvýšené teploty (Stein et al. 2002).Proteosyntéza  ABCG2 

je zvyšována vazbou na  aryl hydrokarbonový receptor (AhR), na nějž se často váží 

xenobiotika. Jeho stimulace ligandem vede ke zvýšení transkripce i translace 

transportéru (Ebert et al. 2005). Dále pak expresi ABCG2 zvyšuje stimulace receptoru 

PPAR (Peroxisomal prolifarator - activated factor), pro nějž byl nalezen enhancer o 

velikosti 150 bp vzdálený 3796 párů bází proti směru transkripce. Tato regulace byla 

popsána ve více buněčných typech (Szatmari et al. 2006; M. T. Hoque et al. 2015). 

Dalším receptorem zvyšujícím proteosyntézu transportéru je progesteronový receptor 

typu B (PRB). Naopak progesteronový receptor typu A reprimuje účinek PRB a expresi 

spíš snižuje. Vazebný region pro progesteronový receptor se nachází v pozici -243 až 

+362 párů bazí (H. Wang, Lee, Zhou, et al. 2008). PXR (Pregnane X receptor) receptor 

zřejmě zvyšuje expresi ABCG2. Látky, jako jsou PCN nebo dexomethason, zvyšují 

expresi prostřednictvím receptoru PXR. Naopak při podání antagonisty tohoto 

receptoru, ketokonazolu, dochází ke ztrátě schopnosti upregulace (Whyte-Allman et 

al. 2017). Významnou drahou vedoucí k regulaci syntézy ABCG2 je transkripční faktor 

CREB, který je aktivován hladinou cAMP. Expresi ABCG2 může snižovat anandamid 

snížením koncentrace cAMP a tím i fosforylací CREB (Szilagyi et al. 2019). Fosforylací 

transkripčního faktoru CREB dochází k jeho vazbě na CRE motiv promotoru a indukci 

exprese ABCG2. Fosforylace CREB faktoru je umožněna například kinázami PI3K a 

MAPK, které mohou být řízeny aktivací dráhy pro EGF (epidermální růstový faktor) 

(Xie et al. 2015). Exprese ABCG2 se také zvyšuje při nadměrné syntéze špatně 

sbalených proteinů, způsobených nesprávnou funkcí endoplazmatického retikula. 

Indukce exprese ABCG2 probíhá totiž také prostřednictvím Xbp-1 a HIF - 1 

rozpoznávacích sekvencích v promotorových oblastech. Zvýšení exprese ABCG2 je 

zřejmě snahou buněk zbavit se látek poškozujících správný folding proteinů v 

endoplazmatickém retikulu (Nakamichi et al. 2009). Při nízkém parciálním tlaku kyslíku 

dochází k inhibici degradace transkripčního faktoru HIF-1, který po dimerizaci se svým 

partnerem aktivuje transkripci genu pro ABCG2. Nižší parciální tlak kyslíku tedy vede 

k expresi ABCG2 (Nishihashi et al. 2017; Krishnamurthy et al. 2004). Mezi další 

transkripční faktory spouštějící expresi, zejména u rakovinných buněk, patří MSX-2. 

Tento transkripční faktor spouští produkci ABCG2 interakcí s faktorem SP1, jehož 

vazba na promotor je pro zahájení transkripce zásadní.  Tato regulace byla popsána 

u buněčných linií pocházejících z karcinomů pankreatu (Hamada et al. 2012).  
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Snížení exprese ABCG2 může probíhat například působením 17-β-estradiolu na 

receptor ERα (Imai et al. 2005).  Aktivita transportéru je také regulována množstvím 

membránového cholesterolu. U buněk s membránou nabohacenou cholesterolem 

roste transportní aktivita proteinu. Naopak buňky se sníženým obsahem cholesterolu 

v membráně vykazují sníženou aktivitu ABCG2. Za vazbu cholesterolu je zřejmě 

zodpovědný motiv v okolí tyrosinu 413 (Telbisz et al. 2007; Gál et al. 2015). Kromě 

cholesterolu také aktivitu proteinu co do transportu modifikují žlučové kyseliny jako 

cholát, taurocholát a deoxycholát (Telbisz et al. 2012). Internalizaci a degradaci 

ABCG2 v lysozomu spouští rostlinné alkaloidy jako kofein, teofilin či difilin (Ding et al. 

2012). 

 

2.5.2. Substráty a inhibitory ABCG2 
 

První identifikované substráty jsou převážně cytostatika, protože transportér byl 

objeven u nádorových buněk rezistentních právě k léčbě těmito látkami. Modelovým 

substrátem, který se zároveň řadí mezi klinicky významná cytostatika je metotrexát ( 

kyselina(2S)-2-[(4-{[(2,4-Diaminopteridin-6-yl)methyl](methyl)amino}benzoyl)amino] 

pentanediová) (Rajagopalan et al. 2002). Historicky prvními substráty identifikovanými 

jako substráty ABCG2 byla cytostatika daunorubicin, doxorubicin a rhodamin 123 

(Doyle, Yang, et al. 1998). Později se ovšem ukázalo, že daunorubicin a rhodamin 123 

je přenášen pouze transportérem s jednobodovou záměnou R482G/T (Robey et al. 

2003). Mitoxantron je také cytostatikum, které je transportováno prostřednictvím 

ABCG2, přičemž transport metotrexátu je zřejmě kompetitivně inhibován 

mitoxantronem (Volk and Schneider 2003; Ifergan et al. 2004). Z dalších cytostatik 

jmenujme preparáty sorafenib (4-[4-({[4-chloro-3-(trifluoromethyl) phenyl]carbamoyl} 

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 porovnání s terapeuticky používanými sloučeninami jsou fyziologické substráty málo 

známé. ABCG2 transportuje estron sulfát, 17-β-estradiol sulfát, dehydro- 

epiandrosteron sulfát, 17-β-estradiol glukuronid, čili konjugáty steroidů, jejichž výskyt 

lze očekávat především v játrech, kde jsou v této formě vylučovány do žluče (Imai et 

al. 2003; Suzuki et al. 2003). Dalšími fyziologickými substráty jsou vitamíny jako je 
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kyselina listová (vitamín B9), riboflavín (vitamín B2) a menandion (vitamín K3) (Ifergan 

et al. 2004; van Herwaarden et al. 2007; Shukla et al. 2007). K zajištění redukčního 

prostředí v buňce významnou měrou napomáhá tripeptid glutathion. Ukázalo se, že 

glutathion je substrátem ABCG2 a je možné, že epiteliální a jiné buňky jej secernují, 

aby ve svém okolí pomohli zajistit alespoň částečně redukční prostředí (Brechbuhl et 

al. 2010). ABCG2 transportuje z intracelulárního prostoru hem a další porfyriny, čímž 

může chránit buňku před jeho škodlivými metabolity (Desuzinges-mandon et al. 2010). 

 

Vývoj inhibitorů ABCG2 je velmi důležitým farmakologickým tématem uvážíme-li jeho 

kruciální funkci v exportu cytostatik z nádorových buněk. Jedním z klinicky využitelných 

inhibitorů je látka 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-

yl]propanoát) , která ovšem ve vyšší koncentraci inhibuje i jiné transportéry než 

ABCG2 (Allen et al. 2002; Weidner et al. 2015). V experimentální práci se významně 

uplatňuje specifický inhibitor Fumitremorgin C, který byl izolován z houby Aspergillus 

fumigatus. Pro klinické využití je tato látka díky své neurotoxicitě nevyužitelná 

(Rabindran et al. 1998, 2000). 

 

2.5.3. Význam ABCG2 v ledvině 
 

V ledvině se transportér ABCG2 vyskytuje převážně na kartáčovém lemu epiteliálních 

buněk proximálního tubulu (Huls et al. 2008). Zde je jeho exprese řízena receptorem 

pro antidiuretický hormon (arginin-vazopresin) a to tak, že při jeho vyloučení do krve z 

neurohypofýzy je tento receptor obsazen a dochází ke stimulaci exprese transportéru. 

Následkem toho dochází k vyšší exkreci xenobiotik do hypertoničtější moče (Taniguchi 

et al. 2016). Exocytóza ABCG2 je v ledvině (stejně tak ve střevních enterocytech) 

regulována parathormonem. Jeho vyloučení z příštitných tělísek způsobuje 

endocytózu ABCG2 z apikální membrány, což má za následek  zvýšení koncentrace 

kyseliny močové v séru (Sugimoto et al. 2017). Stejně tak se zdá, že inzulin snižuje 

exocytózu ABCG2 na apikální membráně buněk proximálního tubulu (a naopak 

zvyšuje expresi transportéru URAT1). Při nadměrném snížení hladiny inzulinu v krvi 

se tedy snižuje clearance urátu do moči. (Toyoki et al. 2017). Kalcitriol, hormon, který 

reguluje resorbci vápníku a fosfátů v ledvině, má inhibiční vliv na transport 

prostřednictvím ABCG2. Dosavadní studie byla provedena pouze na úrovni buněčné 

kultury (Tan et al. 2018). Zatím ovšem není znám fyziologický význam těchto regulací. 
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ABCG2 je v ledvinách zřejmě zodpovědný za transport xenobiotik a metabolických 

odpadních produktů, což odpovídá předpokladu, že jde o protein účastnící se ochrany 

tkání před poškozením toxickými látkami. Do primární moči pomáhá z krve vylučovat 

četná xenobiotika, například 6-hydroxy-5,7-dimethyl-2- methyl-amino-4-(3-

pyridylmethyl) benzothiazol sulfát, 3-Methyl-1-fenyl-2-pyrazolin-5-on- sulfát, a další. Za 

povšimnutí stojí, že metabolity těchto léčiv jsou transportovány spíš ve své sulfátované 

podobě a nikoliv konjugované s glukuronidem (Mizuno et al. 2002, 2007). Byl zjištěn 

transport indoxyl sulfátu, což je jeden z metabolitů, který se hromadí v krvi a způsobuje 

chronické onemocnění ledvin. Naopak kyselina hippurová zřejmě není tímto proteinem 

transportována (Takada et al. 2018). Rovněž se zdá, že se ABCG2 podílí na 

vylučování derivátů pohlavních hormonů konjugovaných s glukuronidem, jako jsou 

etiocholanolon glukuronid a dihydrotestosteron glukuronid (Basit et al. 

2019).  Transportér v ledvinném epitelu se podílí také na eliminaci rtuťnatých iontů, 

které jsou ukládány především v ledvinách, ale i v jiných orgánech.  Eflux Hg2+ iontů 

probíhá zřejmě prostřednictvím konjugátů se sloučeninami tvořících disulfidické 

můstky (Bridges et al. 2015).Transport tímto proteinem je blokován některými látkami 

které se mohou vyskytovat v krvi, jako je již zmíněný hippurát, indol-3-acetát nebo 

kyneurát. Naopak oxalát, putrescein či kyselina cholinová neinhibují přenos látek 

prostřednictvím ABCG2 (Mutsaers et al. 2011).Hlavním fyziologickým substrátem v 

ledvinách se zdá být kyselina močová, urát. Stejně jako další substráty, ABCG2 

secernuje urát na apikální membráně epiteliálních buněk, tedy na jejich kartáčovém 

lemu (Woodward et al. 2009). Vyšší koncentrace kyseliny močové (více než cca 4,0 

mM) inhibuje transport prostřednictvím ABCG2. Měřením enzymatické kinetiky byla 

zjištěna Michaelis - Menteovská konstanta Km = 8,24 mM a maximální transportní 

rychlost 6,96 nmol/min (Ichida et al. 2009). Na epiteliálních buňkách proximálního 

tubulu tak zřejmě dochází nejen k reabsorbci, ale i k sekreci kyseliny močové. Na jejím 

transportu oběma směry se podílejí výše zmíněné transportéry. 

 

2.5.4. Význam ABCG2 v dalších orgánech 
2.5.4.1. Játra 

 

U člověka nalézáme expresi ABCG2 na kanalikulární membráně hepatocytů (Fetsch 

et al. 2006). Mezi fyziologické substráty přenášené ABCG2 v játrech patří estrogen-1-

sulfát či dehydroepiandrosteron, taurocholát, estradiol-17-D-glukuronid a další 

konjugované látky, přičemž vyšší je afinita k látkám s konjugovanou sulfonovou 
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skupinou (Suzuki et al. 2003). ABCG2 nemá zřejmě velký význam pro transport 

žlučových kyselin, neboť dochází v jejich přítomnosti k inhibici jeho ATPázové aktivity 

(Telbisz et al. 2013). Také 17-β-estradiol jak samotný, tak konjugovaný se sulfonovou 

skupinou spíš transport inhibuje (Imai et al. 2003). Z toho lze usuzovat, že ABCG2 má 

větší význam jako transportér přenášející xenobiotika, jako jsou nejrůznější metabolity 

pocházející například z trávení potravy, jako je benzo-a-pyren, 2-amino-1-methyl-6-

fenyl-imidazol(4,5)pyridin (PHiP), ochratoxin A či aflatoxin B1 (Pavek et al. 2005; van 

Herwaarden et al. 2006; Schrickx et al. 2006; Kranz et al. 2014). 

 

 

2.5.4.2. Střevo 
 

Transportér je zastoupen v epitelu po celé délce trávicí trubice, přičemž míra jeho 

exprese distálním směrem klesá. Největší zastoupení je v oblasti duodena (Gutmann 

et al. 2005). Eflux cizorodých látek probíhá směrem do lumen střeva. Byla zjištěna 

exkrece vitaminu B2 nebo feoforbidu A, což je metabolit vzniklý trávením chlorofylu, 

obsaženého v rostlinné stravě (Jonker et al. 2002; van Herwaarden et al. 2007). 

Nejlépe jsou transportovány xenobiotika konjugovaná se sulfonovou nebo 

glukuronovou skupinou (Adachi et al. 2005; Sesink et al. 2006). Naproti tomu přirozené 

součásti žluče, kyselina cholová nebo glykocholát jsou tímto proteinem transportovány 

výrazně méně. Na sekreci těchto žlučových kyselin se podílí jiné transportní proteiny 

(Telbisz et al. 2014). Důležitý je fakt, že kyselina močová je asi z jedné třetiny 

vylučovaná epitelem střeva, které tak tvoří hned po ledvinách další důležitou tkáň 

zajišťující její exkreci. Na tomto ději se podílí právě transportér ABCG2 (Hosomi et al. 

2012). 

 

2.5.4.3. Centrální nervová soustava 
 

Endotel mozkových kapilár obsahuje na apikální membráně transportér ABCG2 a to 

jak u člověka tak i u jiných živočichů (Maliepaard et al. 2001; Fetsch et al. 2006; Yousif 

et al. 2007). Naopak ani neurony ani podpůrné gliové buňky tento transportér 

nesyntetizují  (Aronica et al. 2005). Protein zde opět plní zřejmě funkci přenašeče 

xenobiotik, který doplňuje ochranou funkci hematoencefalické bariéry. Potvrzena byla 

jeho významná funkce v efluxu cytostatik sorafenib či regorafenib. Koncentrace 

afatinibu v mozku stoupá pouze při vyřazení ABCG2 a současně i transportéru 

ABCB1,  takže se zdá, že oba tyto transportéry pracují na mozkovém endotelu 
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komplementárně (Lagas et al. 2010; van Hoppe et al. 2017; Kort et al. 2015). 

Transportér je downregulován v přítomnosti B-amyloidu, což je peptid, který se 

vyskytuje při Alzheimerově chorobě. Je tedy možné, že degenerativní změny při této 

chorobě jsou způsobeny, kromě samotného účinku B-amyloidu, také poškozováním 

mozku škodlivými látkami, jejichž exkrece vlivem snížení funkce ABCG (a také dalších 

transportérů) selhává (Shubbar et al. 2018). Překvapivě zvýšení obsahu 

nekonjugovaného bilirubinu v plazmě má za následek snížení exprese ABCG2 na 

endotelu mozkových kapilár (Xu et al. 2016). ABCG2 byl také identifikován na epitelu 

plexus choroideus, kde zřejmě opět plní funkci exportéru xenobiotik (Maliepaard et al. 

2001). U potkanů bez exprese ABCG2 byla zjištěna vyšší plazmatická koncentrace 

anestetika ketamin, které bylo těmto potkanům podáno. Tento jev opět naznačuje 

funkci ABCG2 jako exportéru cizorodých látek zpět do krve a tak podporuje funkci 

hematoencefalické bariéry (Ganguly et al. 2018). 

 

2.5.4.4. Varle 
 

Na tzv. hematotestikulární bariéře, tvořené Sertolliho, Leydigovými a myoidními 

buňkami, byla zaznamenána exprese ABCG2 (Fetsch et al. 2006).  Transportér je u 

člověka exprimován v intersticiální tkáni, a  to  na endotelu krevních kapilár a vytváří 

tak možnost exkrece xenobiotik proniklých do tkáně varlat zpět do krve (Dankers et al. 

2012). Jiní autoři detekovali transportér i na apikální membráně myoidních buněk (Bart 

et al. 2004). Při  inhibici ABCG2 dochází k hromadění xenobiotik v Sertoliho buňkách 

(M. Hoque et al. 2015). Steroidní hormony testosteron, progesteron a androstenedion 

zřejmě inhibují export prostřednictvím ABCG2 (Dankers et al. 2012). Na druhou stranu 

transportér přenáší glukuronidované konjugáty etiocholanolonu a dihydrotestosteronu 

i když s nižší afinitou než transportéry rodiny MRP (Basit et al. 2019). Dále je 

transportér exprimován na apikální membráně spermatid ve stádiu VI až VIII, kde 

zřejmě tvoří komplex se sítí aktinových filament (prostřednictvím proteinů ARP3 a 

EPS8)  a přispívá tak k průběhu apikální ektoplazmatické specializace spermatid (Qian 

et al. 2013). 

 

2.5.4.5. Placentální tkáně 
 

Další tkání, kde ABCG2 hraje roli transportéru xenobiotik je syncitiotrofoblast. U myši 

se nachází v labyrintu, kde transportuje substrát do lumen kapilár matčina krevního 

oběhu a tak redukuje přestup těchto látek do fetální krve (Ceckova et al. 2006; Zhang 
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et al. 2007). Obdobný závěr lze vyvodit i z transportní studie provedené na placentách 

potkana (Reznicek et al. 2016).  ABCG2 má na svědomí rovněž přenos žlučových 

kyselin, jako je taurocholát, glykocholát a taurocholát-3-sulfát z plodu do mateřských 

tkání (Blazquez et al. 2012). Jako příklad regulace uveďme down regulaci ABCG2 

prostřednictvím anandamidu, který stimuluje receptor CB2, který ve svém důsledku 

snižuje množství cAMP v epiteliální buňce a prostřednictvím CREB transkripčního 

faktoru i expresi ABCG2. Při poruchách hladiny tohoto neurotransmiteru, anandamidu, 

tedy může docházet ve svém důsledku k oslabení detoxifikační funkce ABCG2 na 

epitelu placenty (Szilagyi et al. 2019). Také zde zřejmě dochází k transportu estron 

sulfátu a 17-β-estradiol sulfátu zpět do mateřského krevního oběhu, jak bylo ověřeno 

v in vitro pokusech s polarizovanými buňkami LLC-PK (Imai et al. 2003). 

 

2.5.4.6. Fenotyp postranní populace 
 

Známým substrátem ABCG2 je fluorescenční barvivo Hoechst 33342. Některé 

kmenové buňky jsou toto barvivo schopny aktivně vylučovat ze své cytoplazmy. Tyto 

buňky vykazují tzv. fenotyp postranní populace, který byl poprvé identifikován v 

myší  kostní dřeni a jehož lze využít pro rychlou identifikaci tohoto subtypu kmenových 

buněk (Goodell et al. 1996). Exprese ABCG2 je nezbytná pro vznik této subpopulace 

kmenových buněk, která u jedinců s experimentálním knockoutem tohoto transportéru 

zcela chybí (S. Zhou et al. 2002). U hematopoetických kmenových buněk je výskyt této 

subpopulace dán pouze expresí ABCG2, u dalších typů kmenových buněk jsou to i 

jiné ABC transportéry (Scharenberg et al. 2017). Populace postranních kmenových 

buněk byla prokázána v tkáních plic, slinivky, zubní dřeni, čočky 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 močové v ledvině 
 
Jak jsem uvedl výše, na reabsorbci kyseliny močové v proximálním tubulu se podílí 

řada transportérů. Jako první dva transportéry zásadní pro transport urátu byly 

objeveny URAT1, jehož defekt způsobuje u pacientů hypourikemii, tedy patologicky 

nízkou hladinu kyseliny močové v plazmě (Enomoto et al. 2002). Druhým zásadním 

transportérem je SLC2A9, známý jako GLUT9, u něhož byl rovněž prokázán vliv na 

sérovou hladinu urátu. Při defektu tohoto transportéru vzniká naopak hyperurikemie 
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(Döring et al. 2008). Další studie ukázaly, že na sérovou hladinu kyseliny močové má 

vliv i další transportér, a to sice ABCG2, jehož dysfunkce způsobená alelickými 

variantami se účastní na vzniku hyperurikemie a dny. Woodward identifikoval, že 

alelická varianta Q141K je významná pro vznik hyperurikemie a dny, a že přímo 

ovlivňuje transport urátu na modelu oocytů Xenopus laevis (Dehghan et al. 2008; Kolz 

et al. 2009; Woodward et al. 2009). 

Dna je onemocnění charakterizované ukládáním krystalů kyseliny močové v kloubech. 

Vznik těchto krystalů je způsoben dlouhodobě zvýšenou hladinou kyseliny močové. 

Nesprávná funkce ABCG2 v ledvinách má vliv na rozvoj hyperurikemie, tedy zvýšené 

koncentrace kyseliny močové v plazmě. Studie provedená na Japonské populace 

ukázala, že dysfunkce transportéru ABCG2 má na rozvoj hyperurikemie vyšší vliv než 

jiné environmentální faktory (například věk, alkoholismus nebo obezita) (Nakayama et 

al. 2014). Vyjma dny může hyperurikemie způsobovat hypertenzi, vznik močových 

kamenů a rozvoj dalších kardiovaskulárních a nefrologických onemocnění (Feig, Kang, 

and Johnson 2008)***. Hyperurikemii můžeme z hlediska clearance kyseliny močové 

do moči  dělit na nízkou renální exkreci (dále jen RUE) a přetížení ledvin (dále jen 

ROL). U zhruba deseti procent pacientů s dnou se vyskytuje právě poškození 

transportéru ABCG2 ze 75 % a víc. Snížení funkce ABCG2 na jednu čtvrtinu a méně 

přitom vede k ROL formě hyperurikemie, poškození funkce z poloviny a méně vede 

spíš k RUE typu hyperurikemie (Ichida et al. 2009; Matsuo et al. 2014). 

 

2.6.1. Q141K (C421A, rs2231142) 
 

Alelická varianta Q141K byla popsána Deghanem et al. a způsobuje zvýšení hladiny 

urátu v séru a vznik dny (Dehghan et al. 2008; Phipps-Green et al. 2010; Yamagishi 

et al. 2010).  In vitro provedený experiment na membránových váčcích ukázal, že tato 

varianta snižuje transport kyseliny močové přibližně na 50 % oproti wt variantě ABCG2. 

Je ale také možné, že varianta spíš ovlivňuje zacílení proteinu na apikální membránu. 

Exprese této alelické varianty v buněčné kultuře buněk Flp-In-293 byla zhruba 

poloviční v porovnání s wild type variantou. Po aplikaci proteazomálního inhibitoru 

MG132 však tato hodnota vzrostla dvojnásobně. Tato skutečnost naznačuje, že za 

menší transportní kapacitou stojí degradace transportéru v proteazomu (Imai et al. 

2002; Enomoto et al. 2002; Furukawa et al. 2009).  Mutace také zřejmě ovlivňuje 

rozložení náboje na nukleotid vazebnou a transmembránové části transportéru, zřejmě 
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však neovlivňuje dynamiku transportu(László et al. 2016). Její výskyt v populaci se 

udává 11,9 % Ensembl. 

 

2.6.2. V12M (G34A, rs2231137) 
 

Tato mutace způsobuje, že nasyntetizovaný protein nezacílí na apikální membránu 

epiteliální buňky, což pochopitelně snižuje secernaci kyseliny močové (případně jiného 

substrátu) do moči. ATPázová aktivita transportéru není touto mutací postižena. 

(Izuarai et al. 2004). Na základě studie pacientů s dnou v čínské populaci se zjistilo, 

že je u nich tato varianta zastoupena, ale spíš snižuje pravděpodobnost rozvoji dny. 

Nelze ji tedy použít k odhadu rizika jejího vzniku (na rozdíl od Q126 a Q141K) (D. Zhou 

et al. 2014). Výskyt v Japonské populaci činí 37,7 %. Varianta nemá vliv na samotný 

transport kyseliny močové (Ichida et al. 2009). Jedná se o alelickou variantu, která je 

v rámci populace ve vysoké frekvenci (Zamber et al. 2003; Kondo et al. 2004). V 

populaci se objevuje v četnosti 15,8 % Ensembl 

 

2.6.3. Q126X (C376T, rs72552713) 
 

Poprvé byl tento polymorfismus identifikován v Japonské populaci, jako haplotyp, ve 

kterém není ABCG2 vůbec exprimován, neboť na pozici Q126 je vsazen místo 

glutaminu stop kodon (Imai et al. 2002). Pozdější studie ukázaly, že tato varianta by 

se měla nalézat ve frekvenci v 5,5 % v Japonské populaci (Ichida et al. 2009). Také v 

populaci Koreje byla tato varianta identifikována (u 1,9 % probandů) (Lee et al. 2007). 

Mutace Q126X je také spřažena s tzv. Junior krevním antigenem v Asijské populaci 

(Junior antigen přítomný na erytrocytech způsobuje hemolytickou anemii např. při 

transfuzích) (Saison et al. 2013). V Japonské populaci Junior - antigen pozitivních 

jedinců je varianta Q126X zastoupena v 80 % případů (Tanaka et al. 2018). Na 

membránových váčcích bylo ukázáno, že tato varianta zcela eliminuje transportní 

schopnost ABCG2 pro kyselinu močovou (Ichida et al. 2009). Haplotyp Q126X 

signifikantně zvyšuje riziko vzniku dny svého nositele (R. Li et al. 2015). 

 

2.6.4. T153M (C458T, rs753759474) 
 

Objevena byla v roce 2004 ve vzorcích mRNA z třiceti buněčných linií rezistentních k 

cytostatikům. Naopak u zdravých jedinců příslušejících ke kavkazské populaci se 

varianta nevyskytuje Mizuarai et al.2004. Záměna na této pozici se nachází v nukleotid 

vazebné doméně ABCG2 a mohla by tak ovlivňovat vazbu nebo hydrolýzu ATP. 
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Varianta se vyskytuje u českých pacientů s dnou, ovšem průkaz její souvislosti se 

vznikem onemocnění na modelu in vitro dosud chybí (Stiburkova et al. 2017). 

 

2.6.5. S476P (nepopsána) 
 

Záměna S476P byla nalezená u Českých pacientů s dnou. Nachází se na spojovacím 

linkeru mezi druhou a třetí transmembránovou smyčkou. Vliv varianty na transport 

urátu zatím není znám (Stiburkova et al. 2017). Recentní publikace Zámbó et al. (2009) 

uvádí snížení ATPázové aktivity a současně signifikantní snížení transportu barviva 

Hoechst 33342. 

 

2.6.6. R147W (C439A, rs372192400) 
 

Tato varianta nalezená v české kohortě pacientů s dnou, ale stejně jako u alelické 

varianty T153M chybí experimentální průkaz její přímé souvislosti s hyperurikemií. 

Záměna nabitého argininu za tryptofan by mohla ovlivňovat vazbu nebo hydrolýzu ATP 

na nukleotid vázající doméně ABCG2 (Stiburkova et al. 2017). Opět jako u předchozí 

varianty byla v současnosti potvrzena nulová exprese takto mutovaného transportéru 

na membráně buněk a z toho plynoucí signifikantně nulová transportní kapacita 

(Zámbó et al. 2019). 

 

2.6.7. D620N (G1858A, rs34783571) 
 

Výskyt varianty D620N byl potvrzen u náhodného vzorku pocházejícího z devadesáti 

etnických skupin ve frekvenci 1,1 %. Záměna se vyskytuje na extracelulární smyčce 

před začátkem poslední transmembránové šroubovice (Honjo et al. 2002). Na apikální 

plazmatické membráně je tato alelická varianta  exprimována ve větší míře  (asi 2,4 x 

více) v porovnání s wt, ale transportní kapacita pro mitoxantron je snížena na 50 % 

(Vethanayagam et al. 2005). Naopak u jiných buněčných linií transfekovaných ABCG2 

s touto variantou se uvádí snížená exprese na membráně a horší transportní kapacita 

(Yoshioka et al. 2007). Naproti tomu Morisaki et al. uvádí nezměněný transport 

mitoxantronu u této varianty (Morisaki et al. 2005). Výskyt byl rovněž popsán v kohortě 

pacientů trpících dnou a stejně jako u předchozích variant se předpokládá snížená 

schopnost transportovat urát. Nicméně stejně jako u předchozích variant nebyla 

experimentálně prokázána možná korelace mezi touto variantou a výskytem dny 

(Stiburkova et al. 2017). 
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2.6.8. F373C(T1118A, rs752626614), T434M (C1301T, rs769734146) 

 

Tato alelická varianta byla popsána u skupiny pacientů z České republiky trpících dnou 

a dosud u ní nebyla experimentálně prokázán vliv na rozvoj hyperurikemie a dny 

(Stiburkova et al. 2017). Zatím není k vlivům této varianty na transporter ABCG2 nebo 

klinický stav pacientů dostatek jiných dat. Varianta T434M se nachází na první 

extracelulární smyčce spojující první a druhý transmembránový α-helix, kde nahrazuje 

polární threonin za hydrofobní methionin. Varianta F373C se nachází na 

polypeptidovém linkeru spojujícím nukleotid vázající a transmembránovou doménu 

transportéru. Obě záměny snižují transport barviva Hoechst 33342, přičemž T434M 

dokonce zvyšuje ATPázovou aktivitu ( F373C ji nemění) (Zámbó et al. 2019). 

 

2.6.9. K360del (rs750972998) 

Varianta K360del představuje deleci tří nukleotidů kódujících lysin v polypeptidovém 

linkeru spojující nukleotid vázající a transmembránovou podjednotku ABCG2. Jelikož 

se lysin 360 nachází v polypeptidovém řetězci velmi blízko místu s další 

jednoaminokyselinovou záměnou (F373C), dá se očekávat obdobný vliv. Vzhledem k 

tomu, že jde o deleci jedné aminokyseliny je možné, že efekt na transport bude 

minimální. Její výskyt byl rovněž popsán u českých pacientů s dnou (Stiburkova et al. 

2017). V rámci globální populace se udává hodnota 0,0107 % Ensembl. 

 

2.6.10. I206L (A616C) 
 

Alelická varianta I206L byla objevena na základě celogenomové studie u jedenácti 

různých populací (Zamber et al. 2003). Varianta vykazuje sníženou expresi na apikální 

membráně buněk. Naopak transportní schopnosti proteinu (pro 

cytostatika  mitoxantron a metabolit feoforbid A jsou vyšší než u divoké varianty 

(Vethanayagam et al. 2005). Souvislost s rozvojem hyperurikemie a dny zatím nebyla 

testována. 

 

2.6.11. K86M 
 
U této varianty dochází zcela k potlačení transportu i ATPázové aktivity a transportér 

se stává zcela nefunkčním. Záměna lysinu za methionin se odehrává v katalytickém 

místě (Özvegy et al. 2002). Při transfekci do buněk se ukázalo, že protein s touto 
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mutací je zacílen do Golgiho aparátu, čemuž odpovídá nižší celkové proteosyntéze. 

Transport Hoechst 33342 je signifikantně snížen (Henriksen et al. 2005; Zámbó et al. 

2019). 

 

2.6.12. M71V 
 

Tento haplotyp se vyskytuje přibližně u 1 % maďarské populace a způsobuje přibližně 

poloviční expresi ABCG2 na membránách červených krvinek. Protein s touto mutací 

má zachovanou jak glykosilaci, tak i transportní funkci. U homozygotů může tato 

varianta přispět ke vzniku dny (Zámbó et al. 2018). 

 

 

3. Cíle diplomové práce 
 

Na základě spolupráce s Revmatologickým ústavem při 1.lékařské fakultě univerzity 

Karlovy jsem testoval in vitro tyto alelické varianty transportéru ABCG2: V12M, Q141K, 

R147W, T153M, delece K360, F373C, T434M, S476P, S572R, D620N. 

 Cílem diplomové práce bylo otestovat hypotézu, že výše uvedené alelické 

varianty způsobují vznik hyperurikemie, případně dny na základě snížené 

schopnosti proteinu ABCG2 transportovat v proximálním tubulu kyselinu 

močovou z krevního pólu do primární moči, popřípadě jí secernovat  do lumen 

střeva. Jako testovací model jsem zvolili nematurované oocyty žáby Xenopus laevis 

s arteficiálně exprimovaným proteinem ABCG2 s vnesenými alelickými variantami. 

Všechny testované varianty byly identifikovány pomocí celogenomových studiích 

provedených na populaci 250 českých pacientů s hyperurikemií a dnou. 
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4. Materiál a metody 
4.1. Materiál 

Kit pro transkripci in vitro - mMessage mMachine kit T7 - Invitrogen AM1344.  

Oligem řízená mutageneze - Geneart site directed mutagenesis kit - Invitrogen 

A13282. Chemokompetentní bakterie DH5α - Thermo 18265017.  

Blotovací PVDF membrána - Immobilon P transfer membrane 7x8,4 cm Millipore.  

Akrylamid ve směsi bis-akrylamid 30 % (29:1)  - Sigma A3574.  

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

Pevná půda pro kultivaci bakterií - Oxoid nutrient agar CM0003.  

Tekutá půda pro kultivaci bakterií Oxoid tryptose phosphate broth CM0283.  

Kit pro izolaci plazmidů - Promega pureyield plasmid miniprep A1222.  

Kit pro izolaci plazmidů ve velkém objemu - Hipure plasmid filter maxiprep kit 

Invitrogen K210016. 

 

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

URAT1 - plazmid pcDNA3 CMV SLC22A12, Invitrogen. 

Primery - IDT Integrated DNA technologies, Leuven, Belgie. 

Restrikční endonukleázy EcoR1 a Xho1 - Fast digest, Theromfisher.  

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

Ampicilin - zásobní vodný roztok o koncentraci 100 mg/ml. 

Kolagenáza z Clostridium histolothicum  

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

Primární protilátka proti ABCG2 (králík) D5V2K Cell signaling. 

Primární protilátka proti β-aktininu (myš) 8H10D10 Cell signaling. 

Primární protilátka proti SLC22A12 (králík) HPA 024575 Sigma. 

Sekundární králičí protilátka proti myším protilátkám s konjugovanou křenovou 

peroxidázou A90-117P Bethyl. 

Sekundární kozí protilátka proti králičím protilátkám s konjugovanou křenovou 

peroxidázou A9169-2ml Sigma 

Chemiluminiscenční substrát Westar Supernova. 

Scintilační koktejl Ultima Gold. 

Izotopy - Uric acid 14C MC1394, Hartman Analytic, Německo.  
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Anestetikum MS-222 (Trikain methansulfonát) Sigma - Aldrich. 

Ostatní chemikálie -  Sigma-Aldrich spol. s r.o. Praha,  

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

 

4.3. Přístroje 
 

Vertikální proteinová elektroforéza Hoefer.  

Blotovací přístroj systému semi-dry Hoefer Semiphore.  

PCR cykler BioER XP cycler.  

Scintilační počítač  Perkin Elmer A290001 .  

Mikroinjektor Narishige IM-400. 

Chemiluminiscenční snímač Fujifilm LAS 4000.  

Chladnička s teplotou 16°C (vinotéka).  

Teplovzdušná třepačka IKA KS - 3000i. 

Spektrofotometr Nanodrop ND - 1000. 

Jehlový sonikátor Hielscher UP50H.  

Ostatní běžné laboratorní přístroje (centrifuga, termoblok, vortex, vodní lázeň, 

mraznička, chladnička, pipety a pod.). 

 
4.4. Roztoky 

 

OR-2 –  82,5 mM NaCl; 2,5 mM KCl; 1,0 mM MgCl2; 5,0 mM HEPES. pH = 7,6. 

ND-96 – 96,0 mM NaCl; 2,0 mM KCl; 1,8 CaCl2; 1,0 mM MgCl2; 5,0 mM HEPES,  

 1,0 mM pyruvát sodný. 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 KCl; 10 mM Na2HPO4; 1,8 KH2PO4, 0,1% Tween 20. 

pH = 7,3. 

 

 

4.5. Metody 
4.5.1. Oligonukleotidem řízená mutageneze 

 

Vektor pCMV6-AC (obr. 4) s genem ABCG2 jsem za použití kitu Invitrogen Geneart 

site directed mutagenesis a primerů podrobil mutagenačnímu PCR. Primer R (reverse) 
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jsem vždy přidal až po proběhnutí dvou cyklů. Složení mutageneční PCR (identická 

pro všechny alelické varianty) reakce: 

 

 

DMSO  1,5 μl 
MgSO4  0,3 μl 
Pufr  5,0 μl 
Enhancer  5,0 μl 
Primer F+R 1,5 μl každý  
Plasmid  1,0 μl 
25x SAM  2,0 μl  
H2O  30,8 μl 
Methylasa  1,0 μl 
Accuprime Pfx 
polymerase  0,4 μl 

 
Celkem:   50 μl 
 
 
 

 
Obr. 4 Vektor pCMV6-AC nesoucí gen ABCG2. Převzato z podkladů firmy Origene. 

 

 

 

 

Použil jsem primery s následujícími sekvencemi (tab. 1). Všechny primery jsou 

komplementární k cílové sekvenci a obsahují zároveň žádanou jednobodovou záměnu 

(v případě varianty delK360 je kódující triplet v primeru vynechán). Koncentrace 

každého primeru je 10,0 μM. 
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Varianta Forward Reverse 

V12M 5´-
TCGAAGTTTTTATCCCAATGTCA
CAAGGAAACACC-3´ 

5´-
GGTGTTTCCTTGTGACATTGGGATA
AAAACTTCGA-3´ 

Q141K 5´-
CGGTGAGAGAAAACTTAAAGTTC
TCAGCAGCTCTT-3´ 

5´-
AAGAGCTGCTGAGAACTTTAAGTTT
TCTCTCACCG-3´ 

R147W 5´-
ACAGTTCTCAGCAGCTCTTTGGC
TTGCAACAACTATGAC-3´ 

5´-
GTCATAGTTGTTGCAAGCCAAAGAG
CTGCTGAGAACTGT-3´ 

T153M 5´-
GCTTGCAACAACTATGATGAATC
ATGAAAAAAACG-3´ 

5´-
CGTTTTTTTCATGATTCATCATAGTT
GTTGCAAGC-3´ 

del K360 5´-
GCGGAGATTTAGAAGAAGAAGAT
CACAGTCTTCAAGGAG-3´ 

5´-
GCTGATCTCCTTGAAGACTGTGATC
TTCTTCTTCTAAATCTCC-3´ 

F373C 5´-
GATCAGCTACACCACCTCCTGCT
GTCATCAACTC-3´ 

5´-
CCCATCTGAGTTGATGACAGCAGG
AGGTGGTG-3´ 

T434M 5´-
GGGGTTCTCTTCTTCCTGATGAC
CAACCAGTGTTTCAGC-3´ 

5´-
GCTGAAACACTGGTTGGTCATCAG
GAAGAAGAGAACCCC-3´ 

S476P 5´-
CTTATTTCCTTGGAAAACTGTTAC
CTGATTTATTACC-3´ 

5´-
CCTCATGGGTAATAAATCAGGTAAC
AGTTTTCC-3´ 

S572R 5´-
GGTAAAGCAGGGCATCAATCTCT
CACCCTGG-3´ 

5´-
GCCCCAGGGTGAGAGATTGATGCC
CTGCTTTAC-3´ 

D620 5´-
TGGTAAAGCAGGGCATCAATCTC
TCACCCTGGGGC-3´ 

5´-
GCCCCAGGGTGAGAGATTGATGCC
CTGCTTTACCA-3´ 

Tab.1 . Primery použité pro oligonukleotidem řízenou mutagenezi (mutagenační PCR) 
alelických variant ABCG2 

Mutageneční PCR jsem pro všechny varianty provedl s následujícím programem 
(tab.2). 

Teplota Délka trvání Opakování 

37° 20 minut 1 

94° 2 minuty 1 

94° 20 sek 18 

56° 30 sek 

68° 5 min 

68° 5 minut 1 

4° stále 1 
Tab. 2. Program pro mutagenační PCR reakci. 
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Úspěšnost PCR jsem ověřil elektorforézou s 0,8% agarozovým gelem a pufrem 
TBE, při napětí 7 V/cm, obsahujícím ethidium bromid. V případě správně 
provedené PCR byl na gelu viditelný dobře vyznačený proužek (Obr. 5). 

 
Obr.5. Příklad úspěšně provedené mutageneze (varianta V12M).  

MarkerGeneruler 1kb DNA ladder, 0,8% agarozový gel. 
 

 
 

Amplifikovaný plazmid, nesoucí gen ABCG2 s mutací jsem cirkularizoval pomocí 

rekombinační reakce podle protokolu přiloženému ke kitu Invitrogen Geneart site 

directed mutagenesis. Složení reakce bylo následující: 

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

Po smíchání jsem reakci inkuboval 10 minut při laboratorní teplotě a poté ji zastavil 

přidáním 1 μL  0,5 M EDTA. Ihned jsem přistoupil k transformaci bakterií. 

 
4.5.2. Transformace bakterií a izolace pDNA z klonů 

 

Cirkularizovaný plazmid nesoucí gen s danou alelickou variantou jsem použil pro 

transformaci bakterií dH5α (INVITROGEN), podle protokolu dodaného výrobcem. Na 

ledu jsem roztavil zkumavku s 50 μL  kompetentních bakterií DH5α - T1. Rozmrazování 

trvalo vždy 7 minut. 

 

1. K bakteriím jsem přidal 2 μL produktu rekombinační reakce a nechal 

zkumavku inkubovat 12 minut na ledu. 

2. Provedl jsem transformaci ve vodní lázni o teplotě 42°C po dobu 30 vteřin. 

3. Poté jsem uložil zkumavku ihned zpátky do ledu na 2 minuty. 
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4. K takto transformovaným bakteriím jsem přidal 250 μL  SOC média a 

nechal bakterie inkubovat v bločku při 37°C po dobu 60 minut a 1250 

kmitech za minutu. 

5. Po inkubaci jsem 30 μL  suspenze bakterií vysel na misku s ampicilinem 

(200 μL  zásobního roztoku ampicilinu na 100 ml půdy). 

6. Plotnu s vysetými bakteriemi jsem nechal inkubovat přes noc při 37°C. 

 

Druhý den jsem přeočkoval 5 až 10 transformantů na záložní plotnu a zároveň 

zaočkoval do 2,0 až 3,0 ml tekuté půdy TPB (triphosphate broth). Záložní plotnu jsem 

inkuboval v termostatu při 37°C přes noc. Tekutou půdu jsem inkuboval ve třepačce 

při 37°C přes noc při 180 kmitech za minutu.  

Narostlé transformanty (klony) jsem druhý den z tekuté půdy použil pro izolaci 

plazmidů pro restrikční analýzu a sekvenaci. Izolaci plazmidů jsem provedl alkalickou 

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

 
4.5.3. Restrikční analýza 

 

Vyizolovaný plazmid z jednotlivých klonů, kterých bylo 5 až 10  pro každou variantu 

jsem podrobil restrikční analýze s využitím restrikčních endonukleáz EcoR1 a Xho1. 

Restrikcí jsem v optimálním případě získal dva fragmenty: vektor o velikosti asi 8 kbp 

a inzert ABCG2 o velikosti 2,2 kbp. Pokud velikost obou fragmentů odpovídala těmto 

hodnotám, tak jsem daný klon použil v dalších krocích a odeslal z něj izolovaný plazmid 

na sekvenaci. V případě, že velikosti inzertu a vektoru neodpovídala těmto velikostem, 

jsem dané klony vyřadil z dalšího postupu jako nevhodné. Naštěpenou DNA jsem 

analyzoval na 0,8% agarozovém gelu s TBE pufrem, barvený ethidium bromidem 

(příklad na obr.6). Koncentraci pDNA jsem změřil spektrofotometricky na přístroji 

Nanodrop při 260 nm. Plazmid pcDNA3 nesoucí wt variantu URAT1 jsem měl k 

dispozici řádně amplifikovaný se správnou sekvencí již z předchozího projektu.  
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Obr. 6. Příklad restrikční analýzy alelické varianty Q141K. Restrikční štěpení 
endonukleázami EcoR1 a Xho1. Agarozový gel 0,8 % s pufrem TBE, barvený ethidium 
bromidem. 

 
4.5.4. Sekvenace pDNA 

 

Klony, které uspěly v restrikční analýze, jsem odeslal na sekvenaci pro zjištění 

přesného sledu bazí v sekvenci. Sekvenaci provedla Laboratoř sekvenace PřF UK. 

Pro sekvenaci jsem gen rozdělil primery pokrývajícími celý gen ABCG2 s přesahem 

do promotorové a 3´ UTR oblasti. Primery jsou navrženy tak, aby se z nich čtené 

sekvence vzájemně překrývaly. V tabulce 3 uvádíme sekvenci sekvenačních 

primerů o koncentraci každého 5,0 μM. 

 

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 sekvenačních primerů. Písmeno F za číslem v názvu značí forward 
primer, písmeno R reverse primer. 
 

Sekvenační reakce obsahovala vždy 200 ng plazmidové DNA. Složení 
sekvenační reakce uvádím níže (tab.4): 
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Složka Objem 
(μL) 

PCR voda 6,0 

Primer  1,0 

plazmidová 
DNA 

1,0 

Tab.4. Složení sekvenační reakce 
 

Z klonů, jejichž sekvence odpovídala sekvenci uvedené v databázi a zároveň 

nesoucích požadovanou mutaci, jsem vybral jeden, který byl dále amplifikován pro 

následné experimenty.. 

 
4.5.5. Izolace pDNA z cílového klonu 

 

V 200 ml tekuté půdy TPB s přidaným ampicilinem (200 μL zásobního roztoku na 100 

ml půdy)  jsem namnožil vybraný klon se správnou sekvencí. Ze záložní plotny s 

ampicilinem jsem daný klon přenesl buď rovnou do 200 ml půdy anebo nejprve na 4 

hodiny do 2 až 3 ml půdy TPB a takto aktivované bakterie jsem přeočkoval do 200 ml 

TPB půdy. Zaočkovanou půdu jsem inkuboval přes noc při 37°C na třepačce při 180 

kmitech za minutu. Druhý den jsem vyizoloval plazmid alkalickou metodou za použití 

kolonek  Hipure plasmid filter maxiprep kitu. Protokol výrobce uvádím na obrázku 7. 
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Obr. 7 . Schéma alkalické izolace plazmidové DNA pomocí Hipure plasmid filter maxiprep 
kitu. Převzato z manuálu firmy Thermofisher. 
 

Koncentraci pDNA jsem změřil spektrofotometricky na přístroji Nanodrop při 260 nm. 

Tabulka 5 uvádí koncentrace DNA jednotlivých klonů. 

 

Varianta Koncentrace 
( ng/ μl) 

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 jednotlivých alelických variant ABCG2. 
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4.5.6. Sekvenace 
 

Pro verifikaci sekvence cílového klonu namnoženého ve velkém množství jsem 

plazmid z tohoto klonu odeslal na sekvenaci. Sekvenace byla provedena za shodných 

podmínek jako u plazmidů izolovaných z jednotlivých klonů (viz výše). 

 
4.5.7. Transkripce in vitro 

 

Plazmidovou DNA v množství 4,0 μg jsem linearizoval restrikční endonukleázou Kas1 

při 37°C 1 hodinu. Reakci jsem zastavil 2 μl 0,5M EDTA. Následně jsem plazmidovou 

DNA přečistil přes kolonu Fermentas PCR purification kit. K Transkripci in vitro jsem 

využil kit T7 mMessage mMachine. Do reakce jsem vložil vždy 1,0  μg linearizované 

plazmidové DNA dané varianty.  Složení reakce uvádím níže (tab.6). 

 

Složka Objem ( μL) 

Lineární pDNA 1000 ng 

NTP/CAP 10,0 

Pufr 2,0 

Enzym mix 2,0 

DEPC voda ad 20,0 

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

Transkripci jsem prováděl 2 hodiny při 37°C. Po proběhnutí jsem do reakce přidal 30 

μL chloridu lithného a 30 μL DEPC vody. mRNA se srážela přes noc při teplotě -20°C. 

Druhý den jsem centrifugací (20 minut 15000g, 4°C) oddělil peletu mRNA a tu jsem 

promyl ve 100 až 200 μl 70% etanolu. Po promytí jsem vzorek znovu centrifugoval 10 

minut 15000 g při 4°C, odlil ethanol a nechal schnout 10 minut při 37°C. Připravenou 

mRNA jsem rozpustil ve 20 μl DEPC ošetřené vody a uskladnil při teplotě -80°C. 

 
4.5.8. Odběr oocytů z X.laevis v celkové anestezii 

 

Samici žáby X.laevis o stáří 2 - 5 let jsem anestezioval v 0,125% roztoku MS-222 po 

dobu 20 minut. Dostatečnou hloubku anestezie jsem ověřil testováním ztráty reflexů. 

Žábu jsem uložil na ledovou tříšť na záda a provedl řez kůží a břišní svalovinou v 

oblasti levého nebo pravého podbřišku v délce asi 10 mm. Z břišní dutiny jsem 
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pinzetou vyjmul ovariální vak a po jeho odstřižení jsem jej ihned přenesl do média OR-

2. Operační ránu jsem sešil vstřebatelnou chirurgickou suturou a žábu odložil na záda 

do čisté vody, kde jsem ji sledoval do nabytí vědomí (žába se reflexně otočí do 

přirozené polohy). Žábu jsem odložil na tři týdny do karanténní nádoby v centrálním 

chovu. Po zahojení operační rány byla žába vrácena do chovné nádoby. 

 
4.5.9. Příprava oocytů 

 

Ovariální vak jsem v roztoku OR-2 natrhal dvěma pinzetami a dvakrát promyl stejným 

médiem jsem Po odstranění nekrotických oocytů (s nejasně vyznačeným či skvrnitým 

animálním pólem) jsem  je přenesl  do roztoku čerstvého OR-2 s kolagenázou z 

Clostridium histiolothicum o koncentraci 1,7 mg/ml. V tomto roztoku jsem oocyty 

inkuboval do té doby, dokud se ovariální vaky samovolně nezačali rozpadat (obvyklá 

doba byla 1,5 až 2,0 hodiny při teplotě 16 °C). Uvolněné oocyty jsem několikrát 

opláchl  OR-2 médiem  s následnou 30-ti minutovou inkubací na kývačce. Oocyty jsem 

uchovával při 16°C. Poté jsem pod binolupou vyselektoval zdravé oocyty (s jasně 

vymezeným animálním a vegetálním pólem bez skvrn) ve stádiu VI podle (Demont 

1972). Tyto oocyty jsem přenesl do kultivačního média ND-96 a uložil na led, kde 

setrvaly do mikroinjekce. 

 
4.5.10. Mikroinjekce do oocytů a inkubace 

 

Mikroinjekci jsem prováděl na mikroinjektoru Narishige IM-400. Oocyty jsem přenesl 

do Petriho misky se síťkou bránící jejich pohybu a skleněnou mikrokapilárou do nich 

injikoval 50 ng mRNA daného transportéru (URAT 1 a daná varianta ABCG2). Oocyty 

prasklé či nekrotizující jsem nahradil zdravými. Mikroinjikaci jsem prováděl při 

pokojové teplotě. Mikroinjikované oocyty jsem kultivoval v médiu ND-96 48 hodin při 

teplotě 16°C. 

 
4.5.11. Funkční studie s 14C značenou kyselinou močovou 

 

Po dvoudenní inkubaci jsem oocyty prohlédl a zřetelně poškozené či nekrotické jsem 

odstranil. Oocyty jsem dál přechovával ve při teplotě 4°C. Následně jsem je opláchl 

médiem ND-96 a vložil je do média ND-96 s radioaktivně značeným urátem C14 o 

celkové koncentraci 600 μM (49,2 μM aktivního a 550,8 μM studeného urátu). 

Inkubace probíhala přesně 30 minut při pokojové teplotě. Po této době jsem oocyty 
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opláchl třikrát médiem ND-96 o teplotě 0°C (přechováváno na ledu) k zamezení 

činnosti transportérů a oplachu izotopu adsorbovanému na membránu oocytu. Část 

oocytů jsem inkuboval ještě 10 minut v médiu ND-96 bez urátu při pokojové teplotě. 

Od každé alelické varianty v každé studii jsem využil 5 oocytů ve třech skupinách, a to 

ve dvou částech. Jedna část s inkubací 30 minut a oplachem a druhá s následnou 10 

minutovou inkubací v médiu ND-96 (bez kyseliny močové). Po opláchnutí jsem oocyty 

přenesl do scintilační zkumavky a lyzoval přes noc 1,0 M NaOH (1,0 ml). Druhý den 

jsem lyzát zvortexoval a hydroxid sodný neutralizoval 0,5 ml 2M HCl. Ke 

zneutralizovanému lyzátu jsem přidal hydrofilní scintilační koktejl Ultima Gold v 

množství 3,0 ml. 

4.5.12. Analýza aktivity radioaktivního urátu 
 

Aktivitu vzorků jsem měřil scintilačním počítačem. Měření probíhalo 10 minut pro každý 

vzorek, přičemž v každé funkční studii jsem měřil i aktivitu pozadí a aktivitu roztoku 

urátu použitého ve funkční studii jako kontrolu. Při měření jsem využil program uhlík 

14C s interní kalibrací na zhášení. 

 
4.5.13. Příprava vzorků na imunodetekci a Western blot 

 

Z každé funkční studie jsem odebral vzorky na Western blot od každé funkční varianty 

10 oocytů. Oocyty jsem pipetováním zhomogenizoval ve 300 μl roztoku OR-2 s 

inhibitorem proteáz (Sigma Protease Inhibitory Coctail) v množství 3,0 μl na jeden 

oocyt. Homogenát jsem nechal inkubovat 1 hodinu na ledu. Po jedné hodině jsem 

odstranil žloutková a pigmentová granula centrifugací při 250 g 15 minut 4°C.  Poté 

jsem odebral supernatant a centrifugaci opakoval  za stejných podmínek. Odebral jsem 

opět supernatant tak, abych nenasál peletu ani lipidickou vrstvu na hladině. Do 

supernatantu jsem přidal detergent Tween 20 o výsledné koncentraci 1,0 %. Takto 

připravený homogenát jsem upravil sonikací jehlovým sonikátorem UP50H po dobu 1 

minuty. Vzorky jsem celou dobu držel na ledu. 100 μl lyzátu jsem smísil se 100 μl 

Laemly pufru 2x a přidal 1,0 M dithioteritol na konečnou koncentraci 50 μM. Takto 

připravené vzorky jsem denaturoval 60 minut při teplotě 56 °C v termobloku. Na 

akrylamidový gel (10 % dělicí a 5 % ostřicí gel) jsem nanášel 20 μl každého vzorku 

spolu s proteinovým markerem Spectra multicolor broad range protein marker. Provedl 

jsem standardní SDS-PAGE při 120 V (proud 20 mA) ve vertikální elektroforéze 

Hoefer. Po rozdělení proteinů na gelu jsem přenesl proteiny na PVDF membránu 
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Merck v blotovací aparatuře Hoefer při proudu 100 mA (napětí 5 V) po dobu 1 hodinu. 

Gel jsem pro kontrolu barvil 0,1 % Coomasie blue ve směsi methanolu a kyseliny 

octové 3:1 po dobu 20 minut a pak jej přes noc odbarvil roztokem metanolu a kyseliny 

octové 3:1. Membránu jsem opláchl  v roztoku PBST (PBS + 0,1 % Tween 20) po dobu 

3x5 minut a dále ji blokoval 1,5 hodiny v 5 % BSA v PBST. Poté jsem membránu 

opláchl 3x 5 minut v PBST a následně inkuboval s danou primární protilátkou přes noc 

při 4 °C za kývání. Druhý den jsem odlil protilátku, promyl membránu 5 x 5 minut v 

PBST a následně inkuboval s danou sekundární protilátkou 1 hodinu při laboratorní 

teplotě. Protilátku jsem odlil a membránu opláchl v PBST 5 x 5 minut. Přehled protilátek 

použitých ve western blotu uvádí tabulka (tab 7). 

 

Protilátka proti Název (host) ředění, rozpouštědlo 

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

Urat 1 HPA024575 
(králík) 

1:1000, 5% BSA v PBST + 0,1% 
NaN3 

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

Myší protilátce 
(sekundární) 

A90-117D (králík) 1:15000, 5% BSA v PBST 

Králičí protilátce 
(sekundární) 

A9169 (koza) 1:15000, 5% BSA v PBST 

 Tab.7. Přehled použitých protilátek pro imunodetekci na PVDF membráně (Western blot). 
 

4.5.14. Imunodetekce na membráně 
  

Na membránu jsem nanesl chemiluminiscenční substrát Westar Supernova (400 μl na 

membránu) ředěný 1 : 5 vodou. Chemiluminiscenční obraz jsem snímal buď na přístroji 

LAS 4000 nebo na film Agfa CP-BU při vhodné expoziční době (interval 20 sekund až 

5 minut). Film jsem vyvolal ve vývojce Fotonal a ustalovači Fomafix. 
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5. Výsledky 
 

Z organizačních důvodů jsem funkční studii rozdělil do dvou skupin, jež jsou přehledně 

uvedeny v tabulce 8. 

 

První skupina Druhá skupina 

Neinjikované oocyty Neinjikované oocyty 

URAT1 URAT1 

ABCG2 WT ABCG2 WT 

URAT1 + ABCG2 WT URAT1 + ABCG2 WT 

URAT1 + ABCG2 Q141K URAT1 + ABCG2 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. Rozdělení alelických variant do skupin 
 

5.1. Měření první skupiny alelických variant 
 

Jako první jsem po mikroinjekci oocytů a jejich  následné inkubaci 48 hodin v médiu 

ND-96 provedl funkční studii s radioaktivně značeným urátem C14. Jednalo se o 

neinjikované oocyty (N.I.), injikované pouze URAT1, injikované pouze WT ABCG2, 

URAT1 + WT ABCG2, a dále injikované URAT1 společně s alelickými variantami 

ABCG2 - Q141K, R147W, T434M, S476P, D620N. Uptake urátu neinjikovanými oocyty 

jsem měřil jako negativní kontrolu, uptake oocyty injikovanými transportérem URAT1 

jako výchozí hodnotu pro stanovení množství urátu v cytoplazmě. Kombinace 

transportérů URAT1 a ABCG2 WT slouží jako pozitivní kontrola a zároveň srovnávací 

hodnota transportu urátu wt variantou ABCG2. Pro každou variantu jsem použil 

minimálně 5 oocytů a to celkem v šesti skupinách, které jsem inkuboval 30 minut v 

urátu 14C. Z těchto šesti skupin jsem tři ihned po této době opláchl vychlazeným ND-

96 a přenesl do scintilační zkumavky. Další tři skupiny jsem nechal inkubovat deset 

minut v roztoku ND-96 po dobu deset minut, následně je opláchl ledovým ND-96 a 

přenesl do scintilační zkumavky. V tabulce 9 jsou uvedeny hodnoty DPM 
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(Desintegration Per Minute) pro každou variantu a každou skupinu, dále pak průměrná 

hodnota a směrodatná odchylka. Hodnoty, které se výrazně odlišovali od ostatních 

jsem vypustil. Průměr je značen Av, směrodatná odchylka značena SD. 

 

 

 

 
 

Tab. 9. Výsledky měření aktivity 14C u první skupiny variant 
 
5.2. Měření druhé skupiny variant 

 

Zcela stejným způsobem jsem provedl měření aktivity 14C urátu v cytoplazmě oocytů 

tvořících druhou skupinu alelických variant. Jednalo se o neinjikované oocyty (N.I.), 

injikované pouze URAT1, injikované pouze WT ABCG2, URAT1 + WT ABCG2, a dále 

injikované URAT1 společně s alelickými variantami ABCG2 - delK360, S572R, V12M, 

F373C, T153M. V tabulce 10 jsou uvedeny hodnoty DPM (desintegration per minute) 

pro každou variantu a každou skupinu, dále pak průměrná hodnota a směrodatná 

odchylka. Hodnoty, které se odlišovali o více než dvojnásobek směrodatné odchylky 

v dané skupině jsem vypustil. 
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Tab 10. Výsledky aktivity 14C u druhé skupiny variant 
 

5.3. Celkové výsledky a statistika 
 

Výsledky z obou funkčních studiích jsem dále přepočítal tak, aby dávaly informaci o 

koncentraci kyseliny močové v oocytu po dané inkubační době. Skupiny s oocyty 

neinjikovanými, injikovanými URAT1 a URAT1 s ABCG2 WT jsem měřil celkem v šesti 

skupinách, ostatní varianty ve třech skupinách. Množství urátu uvádím jako látkové 

množství tedy v pmol. Pro výpočet jsem DPM převedl na Bq vydělením konstantou 60. 

Poté jsem ze známé aktivity 1 pmol urátu dopočítal látkové množství urátu n 

akumulované v cytoplazmě jednoho oocytu po dané délce inkubace. Ve výpočtu 

koncentrace jsem zohlednil i poměr aktivního k neaktivnímu (studenému) urátu. 

Výpočet tedy proběhl podle vzorce: 

𝑛[14𝐶 𝑢𝑟á𝑡] =
𝐷𝑃𝑀

60 ∙ 0,153
 

 
Kde konstanta 0,153 uvádí aktivitu 1 pmol urátu v Bq. 

 

Tabulky 11,12,13 uvádí hodnoty množství urátu v oocytu pro danou variantu a danou 

skupinu oocytů, a to jak v každé sadě, tak i průměrnou hodnotu. 
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Tab 11. Hodnoty uptake urátu v oocytu pro neinjikované, injikované URAT1, URAT1 s 
ABCG2 WT, R147W, T434M. 
 

 
Tab 12. Hodnoty uptake urátu v oocytu pro URAT1 s ABCG2 S476P, S572R, F373C, del 
K360. 
 

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

Statistické ověření signifikance změny transportu pro danou variantu jsem provedl na 

základě vyhodnocení Studentova t-testu. Test jsem zvolil jednovýběrový, nepárový, 

předpokládáme normální rozdělení dat. Vypočtené hodnoty pravděpodobnosti p 

uvádím vypočtené v tabulce 14. Jednotlivé hladiny pravděpodobnosti jsem označil   

* pro p = 0,05 a ** pro p = 0,01. 
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Tab. 14. Statistické srovnání jednotlivých variant ABCG2 

 

V následujících grafech (obrázky 8 až 11) uvádím přehled transportní 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 transportérů URAT1 a wild type ABCG2 a dále 

pak cRNA transportérů URAT1 spolu s danou alelickou variantou ABCG2. Transport 

je vyjádřen jako látkové množství radioaktivní kyseliny močové akumulované v 

cytoplazmě oocytu v pmol. 
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Obrázek 8. Uptake radioizotopu kyseliny močové 14C do oocytů injikovaných vodou (H2O), 
cRNA transportéru URAT1, cRNA divoké varianty transportéru ABCG2 (WT), cRNA 
transportéru URAT1 a transportéru ABCG2 WT a jeho alelické varianty Q141K. Svislá osa 
udává akumulovaný urát v cytoplazmě jednoho oocytu v pmol. Statistická analýza proběhla 
standardním Studentovým t-testem ( * znamená P < 5 %, ** znamená P < 1 %). 
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Obrázek 9. Uptake radioizotopu kyseliny močové 14C do oocytů injikovaných vodou (H2O), 
cRNA transportéru URAT1, cRNA transportéru URAT1 a transportéru ABCG2 WT a jeho 
alelické varianty T153M, varianty F373C, varianty T434M, varianty S476P. Svislá osa udává 
akumulovaný urát v cytoplazmě jednoho oocytu v pmol. Statistická analýza proběhla 
standardním Studentovým t-testem ( * znamená P < 5 %, ** znamená P < 1 %). 
 

 
Obrázek 10. Uptake radioizotopu kyseliny močové 14C do oocytů injikovaných vodou (H2O), 
cRNA transportéru URAT1, cRNA transportéru URAT1 a transportéru ABCG2 WT a jeho 
alelické varianty R147W, varianty F373C, varianty S572R. Svislá osa udává akumulovaný 
urát v cytoplazmě jednoho oocytu v pmol. Statistická analýza proběhla standardním 
Studentovým t-testem ( * znamená P < 5 %, ** znamená P < 1 %). 
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Obrázek 11. Uptake radioizotopu kyseliny močové 14C do oocytů injikovaných vodou (H2O), 
cRNA transportéru URAT1, cRNA transportéru URAT1 a transportéru ABCG2 WT a jeho 
alelické varianty del K360, varianty D620N, varianty V12M. Svislá osa udává akumulovaný 
urát v cytoplazmě jednoho oocytu v pmol. Statistická analýza proběhla standardním 
Studentovým t-testem ( * znamená P < 5 %, ** znamená P < 1 %). 
 

Z grafů (obr. 8 až 11) je patrné, že pasivní difuze kyseliny močové do oocytu během 

30 minut dosahuje 4,9 pmol. Po následné desetiminutové inkubaci v ND-96 se 

množství urátu v oocytu sníží jenom minimálně. Inkubace oocytů s endogenně 

exprimovaným transportérem URAT1 (obr. 8 až 11) zvyšuje množství urátu v 

cytoplazmě na 37,7 pmol, což je 7,7 - krát větší uptake urátu než pasivní cestou za 

srovnatelných podmínek. Následná inkubace v ND-96 bez urátu snižuje množství v 

cytoplazmě na 31,1 pmol, což je 82,4 %. Oocyty s exprimovaným samotným proteinem 

ABCG2 (obr. 8) vykazují akumulaci urátu v množství 4,4 pmol, přičemž nedochází ke 

snížení během následné desetiminutové inkubace v ND-96. Akumulace v oocytu je 

tedy stejná jako u zcela neinjikované varianty. V případě, že byly oocyty injikovány 

mRNA pro URAT1 a divokou variantu ABCG2, došlo ke snížení množství 

akumulované kyseliny močové na 17,3 pmol, což je 45,9 % oproti oocytům 

exprimujícím pouze URAT1 zajišťující uptake (Obr. 8 až 11). Po dalších deseti 

minutách inkubace klesl obsah urátu v cytoplazmě na 16,4 pmol, což znamená pokles 

o 5,2 %. 
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Jednotlivé varianty ABCG2 vykazují zvýšení cytoplazmatické koncentrace urátu v 

oocytu, což ukazuje na jejich sníženou transportní kapacitu. Všechny varianty byly 

injikované i transportérem URAT1 ve stejném množství (50 ng/ oocyt). Inkubace všech 

variant proběhla stejnou dobu za stejné teploty. ABCG2 Q141K vykazuje akumulaci 

urátu v množství 31,1 pmol, což představuje snížení transportní kapacity na 55,6 % 

kapacity wild type varianty (obr. 8). Po deseti minutách inkubace klesl obsah urátu na 

25,8 pmol, což představuje další pokles o 17 %. Alelická varianta T153M (obr. 9) 

způsobuje akumulaci urátu 20,7 pmol, což představuje snížení transportní kapacity o 

16,4 %. Po deseti minutách inkubace v médiu bez urátu došlo k poklesu na 20,3 pmol, 

což je snížení o 1,9 %. 

Varianta F373C způsobuje akumulaci urátu v množství 25,0 pmol, což představuje 

pokles transportní kapacity o 30,8 % (Obr.9). Následná inkubace vedla ke snížení na 

19,1 pmol, což je snížení o 23,6 %. Záměna T434M (obr. 9) zvyšuje cytoplazmatickou 

koncentraci urátu na 29,5 pmol znamenající snížení transportní funkce o 41,3 % s 

následným poklesem na 21,8 pmol (snížení o 26,1 %). Varianta S476P (obr. 9) vede 

ke zvýšení cytoplazmatické koncentrace kyseliny močové na 33,5 pmol (snížení 

transportu o 48,3 %), přičemž po deseti minutách další inkubace klesá množství urátu 

na 27,7 pmol (snížení o 17,3 %). Alelická varianta R147W způsobuje zvýšení množství 

kyseliny močové v oocytech na 23,5 pmol, tedy snížení transportu o 26,4 % (obr.10). 

Po deseti minutové inkubaci v ND-96 došlo naopak ke zvýšení množství urátu na 25,6 

pmol (tedy o 8,9 %).  Záměna S572R (obr. 10) ve struktuře ABCG2 způsobuje zvýšení 

urátu na 24,2 pmol (což je snížení transportní kapacity o 28,5 %). Následná inkubace 

způsobuje minimální pokles na 23,7 pmol (snížení o 2,0 %). 

Ostatní varianty vykazují nesignifikantní zvýšení cytoplazmatické koncentrace urátu 

(obr. 11). Alelická varianta D620N zvyšuje množství urátu v cytoplazmě na 20,9 p mol, 

což znamená snížení transportní kapacity o 17,2 % . Po desetiminutové inkubaci v 

médiu ND-96 klesla koncentrace urátu v cytoplazmě na 17,9 pmol (snížení o 14,3 %). 

Varianta ABCG2 V12M zapříčinila zvýšení množství kyseliny močové v cytoplazmě na 

23,1 pmol (pokles transportu o 25 %). Následná inkubace snížila množství urátu v 

cytoplazmě na 18,6 pmol (pokles o 19,4 %). Delece lysinu K360 způsobuje zvýšení 

intracelulárního urátu na 20,8 pmol, což představuje pokles transportu o 16,8 %. 

Následná inkubace paradoxně zvyšuje akumulaci urátu na 21,6 pmol (zvýšení o 3,7 

%). Snížení transportní kapacity pro všechny varianty po 30 minutové inkubaci v 

radioaktivním urátu přehledně uvádí graf na obrázku 12. Tuto kapacitu jsem vyjádřil 



49 
 

jako poměr urátu transportovaného wt ABCG2 a urátu transportovaného danou 

alelickou variantou. Kyselinu močovou transportovanou tímto proteinem jsem uvažoval 

jako rozdíl látkového množství urátu v oocytu bez ABCG2 (pouze s transportérem 

URAT1 a množství urátu s proteinem ABCG2 (a transportérem URAT1). Snížení 

transportu jsem vyhodnotil pouze pro oocyty ihned po inkubaci homogenizované 

(nikoliv pro kultivované dalších deset minut). 

 
Obrázek 12. Snížení transportní kapacity pro kyselinu močovou alelických variant 
transportéru ABCG2. Pokles účinnosti je uveden v procentech vzhledem k transportní 
kapacitě divoké varianty (ABCG2 WT). 

 
5.4. Analýza exprese ABCG2 alelických variant pomocí Western blotu 

 

Z lyzátů celých oocytů, který jsem zbavil žloutkových a pigmentových granul jsem 

provedl SDS-PAGE a následnou imunodetekci na PVDF membráně (Western blot). 

Nejprve jsem provedl detekci proteinu ABCG2 protilátkou D5V2K (králičí). Níže 

uvádíme chemiluminogram membrán s nanesenými vzorky lyzátů oocytů pro 

jednotlivé varianty s detekcí ABCG2. Chemiluminogram na obrázku 13 zachycuje první 

testovanou skupinu variant ABCG2.  Všechny bandy mají molekulovou hmotnost cca 

90 kDa, odpovídající glykosilovanému proteinu. U variant Q141K a T434M je velmi 

slabě detekován i proužek o molekulové hmotnosti 75 kDa, představující protein bez 

glykosylace. Neinjikovaný oocyt a alelická varianta S572R nejsou detekovány. U všech 

vzorků byl detekován protein β-aktinin o stejné intenzitě (bílé proužky jsou způsobeny 
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nadměrně koncentrovaným chemiluminiscenčním substrátem). Použil jsem proteinový 

standard Marker Color burst 8 kDa - 220 kDa. 

 

 
Obr. 13. Chemiluminogram vzorků z oocytů neinjikovaných (N.I.), injikovaných divokou 
variantou ABCG2 (WT.) a alelickými variantami S572R, Q141K, D620N, T434M. Signál o 
molekulové hmotnosti cca 90 kDa představuje glykosilovaný ABCG2, signál o molekulové 
hmotnosti cca 45 kDa představuje protein  β-aktinin (nanášecí kontrola). Proteinový marker 
Color burst 8 kDa - 220 kDa, nasnímán při bílém světle. 

 

Chemiluminogram na obrázku 14 zachycuje detekované varianty ABCG2: T153M, 

V12M, R147W, F373C, S476P, delK360. Proužky představujícíí ABCG2 mají 

molekulovou hmotnost cca 90 kDa. Neglykosilovaná forma ABCG2 nebyla 

detekována. Varianta R147W nebyla rovněž detekována. U všech vzorků jsem nalezl 

signál kontrolního proteinu β-aktinin o molekulové hmotnosti 45 kDa.  

 

 
Obr. 14. Chemiluminogram variant ABCG2 T153, V12M, R147W, F373C, S476P, del K360. 
Signál o molekulové hmotnosti cca 90 kDa představuje glykosylovaný ABCG2, signál o 
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molekulové hmotnosti cca 45 kDa představuje protein  β-aktinin (nanášecí kontrola). 
Proteinový marker Color burst 8 kDa - 220 kDa, nasnímán při bílém světle. 
 

Jako poslední jsem provedl na další membráně se stejnými lyzáty detekci pomocného 

transportéru URAT1, zajišťující aktivní uptake kyseliny močové. Imunochemické 

značení bylo provedeno polyklonální protilátkou HPA024575. Obrázek 15 zachycuje 

značený URAT1 u první skupiny vzorků, jímž byly neinjikované oocyty (N.I.), oocyty 

exprimující současně i divokou variantu ABCG2 (WT) a alelické varianty S572R, 

Q141K, D620N, T434M. Proužky představují protein o molekulových hmotnostech 65 

kDa a 50 kDa. U všech variant mimo neinjikovaných oocytů je zastoupen URAT1 ve 

stejném množství. Obrázek 16 zachycuje protilátkou značený URAT1 v druhé skupině 

vzorků, konkrétně u současně exprimovaných variant ABCG2 T153M, V12M, R147W, 

F373C, S476P, delK360. Detekovaný protein má molekulovou hmotnost 50 kDa a 65 

kDa. Urat 1 je zastoupen ve všech vzorcích stejně. 

 

 
Obr. 15. Chemiluminogram vzorků z oocytů neinjikovaných (N.I.), injikovaných mRNA divoké 
varianty ABCG2 a URAT1 (WT) a dále pomocným transportérem URAT1 a variantami 
ABCG2 S572R,Q141K,D620N,T434M. Signál o molekulové hmotnosti cca 65 kDa 
představuje glykosylovaný URAT1, signál o molekulové hmotnosti cca 50 kDa představuje 
neglykosylovaný protein. Detekce polyklonální protilátkou. Proteinový marker Spectra 
multicolor broad range protein. 
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Obr. 16. Chemiluminogram vzorků z oocytů injikovaných  mRNA pomocného  transportéru 
URAT1 a mRNA alelických variant ABCG2 S572R,Q141K,D620N,T434M. Signál o 
molekulové hmotnosti cca 65 kDa představuje glykosylovaný URAT1, signál o molekulové 
hmotnosti cca 50 kDa představuje neglykosylovaný protein. Detekce polyklonální protilátkou. 
Proteinový marker Spectra multicolor broad range protein. 
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6. Diskuze 
 

Provedl jsem in vitro transportní studie alelických variant transportního proteinu 

ABCG2. Za tímto účelem jsem využil oocyty žáby Xenopus laevis z chovu Laboratoře 

vývojové biologie PřF UK. Po mikroinjekci cRNA a expresi divoké či příslušné alelické 

varianty ABCG2 jsem měřil uptake radioaktivně značené kyseliny močové. Alelické 

varianty, představované aminokyselinovými záměnami v polypeptidové struktuře, 

uvádím ve schematicky znázorněné struktuře transportéru ABCG2 na obrázku 17. 

 

 
Obr. 17 Struktura jedné podjednotky transportéru ABCG2 s vyznačením mnou 
analyzovaných aminokyselinových záměn. Schéma zobrazuje nukleotid vazebnou doménu 
(dolní část), transmembránovou doménu tvořenou šesti α-helixy (horní část) a linker region 

spojující obě domény. Převzato z (Toyoda et al. 2019). 
 

6.1. Uptake urátu oocyty Xenopus laevis 
 

V této kapitole diskutuji dosažené výsledky s vyslovenou hypotézou a s literaturou. 

Neinjikované oocyty vykazují velmi malý pasivní uptake kyseliny močové. Tento fakt 

je v rozporu s literaturou, kde jsou oocyty inkubovány v kyselině močové za využití 
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pasivní difuze (Woodward et al. 2009). Možné vysvětlení spatřuji v tom, že při pH = 

7,6, které panuje v inkubačním médiu, se kyselina močová vyskytuje převážně jako 

záporně nabitý aniont urát a jako nabitá látka tedy poměrně obtížně prostupuje 

cytoplasmatickou membránou oocytu. V některých funkčních studií autoři inkuboval 

oocyty přes noc při 15°C a nebo 1 až 2 hodiny při pokojové teplotě, popřípadě přímo 

urát injikoval do oocytů (Woodward et al. 2009; Chiba et al. 2015). Doba naší inkubace 

byla 30 minut při pokojové teplotě, tudíž nedostačovala pro dostatečnou pasivní difuzi 

urátu do oocytu. Navíc urát značený prostřednictvím izotopu uhlíku C14 je slabým 

zářičem a z toho důvodu i při desetiminutové době měření ve scintilačním počítači jsou 

hodnoty rozpadů za minutu příliš malé a jsou tak zatíženy relativně velkou chybou. Ve 

svém důsledku se nedá dost dobře rozpoznat, jestli případné snížení aktivity v 

cytoplazmě je důsledkem činnosti exportéru ABCG2 nebo chybou měření aktivity. 

Jistým řešením by mohlo být zvýšení koncentrace aktivního vůči studenému urátu, ale 

to zase naráží na finanční limity. Woodward et al. (2009) prováděl své studie s 50 μM 

aktivním urátem (a s 500 μM urátem přes noc) a v této směsi inkuboval vždy 10 oocytů 

po pěti skupinách. Chiba et al. používali koncentraci 50 μM 14C urátu a inkubaci 

během 60 minut (ovšem pro transportér NPT1) (Chiba et al. 2015). 

Transportér URAT1 zajišťuje uptake kyseliny močové do oocytu, jejíž hladina je 

výrazně vyšší oproti neinjikovaným oocytům. Exprese tohoto transportéru byla zvolena 

s ohledem na nedostatečně vysokou aktivitu kyseliny močové v oocytu po třiceti 

minutové inkubaci v médiu. Uptake urátu do cytoplasmy oocytu prostřednictvím 

URAT1 tak zajišťuje výchozí koncentraci, která může být snížena exprimovaným 

transportérem ABCG2. Enomoto et al. uvádí uptake urátu prostřednictvím transportéru 

URAT1 v inkubačním médiu ND-96 0,19 pmol/min.oocyt, recentní práce Lee uvádí 

hodnotu transportu 0,12 pmol/min.oocyt v médiu ND-96, další práce se shodují s 

těmito hodnotami (Enomoto et al. 2002; Mandal et al. 2017; Lee et al. 2019). Moje 

hodnota činí 37,5 pmol/oocyt během 30-ti minutové inkubace, což odpovídá hodnotě 

1,25 pmol/min.oocyt. Rozpor v těchto hodnotách si vysvětluji tím, že v mém případě 

probíhala inkubace v médiu ND-96 s koncentrací urátu  600 μM, v případě Enomota v 

koncentraci 50 μM a dále v tom, že v našem případě inkubace probíhala při pokojové 

teplotě (tj. 25 °C), což mohlo mít za následek vyšší rychlost enzymatické reakce i když 

Lee et al. inkuboval oocyty dokonce při teplotě 37°C. Případně mohla sehrát roli vyšší 

exprese URAT1 v oocytech v našem případě, i když je nutno podotknout, že jak 

Enomoto, tak Lee injikovali 50 ng mRNA na oocyt, stejně jako já. Další možností je 
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zvýšený uptake způsobený narušenou cytoplazmatickou membránou v místě vpichu 

kapiláry při mikroinjikaci. Koncentrace kyseliny močové v oocytu klesla po deseti 

minutách inkubace v médiu ND-96 bez kyseliny močové, což může být způsobeno 

jednak činností endogenních exportérů v membráně oocytu a nebo výše zmíněnou 

možnou trhlinou v cytoplazmatické membráně oocytů. Vzhledem k relativně velkému 

rozptylu hodnot je ale možné, že se ve skutečnosti spíš jedná o statistickou odchylku. 

Wt varianta ABCG2, exprimovaná bez přítomnosti pomocného transportéru URAT1, 

snižuje koncentraci urátu v oocytu o 10 %. Vzhledem k velkému rozptylu hodnot ale 

nelze tvrdit, že toto snížení má na svědomí právě aktivní transport urátu 

prostřednictvím ABCG2 a hodnota tak není průkazná. Woodward et al. uvádějí snížení 

akumulace urátu v oocytu o asi 68 % a to při inkubaci v médiu s 500 μM  koncentrací 

urátu a po 120 minutové době (Woodward et al. 2009).Při těchto podmínkách mnou 

inkubované oocyty již nekrotizovali. Proto jsem se rozhodl použít pro zajištění uptake 

kyseliny močové pomocný transportér URAT1. 

 Následná inkubace deset minut v roztoku ND-96 již víc nezměnila obsah kyseliny 

močové v oocytu. Hodnota koncentrace urátu u oocytů exprimujících ABCG2 je také 

téměř shodná s koncentrací u oocytů neinjikovaných, tedy bez exprimovaných 

transportních proteinů. To naznačuje, že veškerý urát akumulovaný do oocytů 

transporterem URAT1 je exportován ven proteinem ABCG2. Proto po dalších deseti 

minutách inkubace v médiu bez urátu již nemůže dojít k dalšímu snížení jeho 

cytoplazmatické koncentrace. 

Oocyty exprimující wild type variantu transportéru ABCG2 spolu s transportérem 

URAT1 vykazují během 30-ti minutové inkubace látkové množství kyseliny močové 

17,3 pmol/oocyt, což odpovídá transportní kapacitě ABCG2 (37,5 - 17,3)/30 min = 0,67 

pmol/oocyt.min. Woodward ve své práci uvádí akumulaci urátu v oocytu exprimujícím 

ABCG2 asi 0,40 pmol/oocyt během stodvacetiminutové inkubace oproti oocytům bez 

exprese tohoto transportéru, kde byla zjištěna akumulace 1,5 pmol/oocyt. To odpovídá 

transportní kapacitě (1,5 - 0,4)/120 = 0,0091 pmol/oocyt.min (Woodward et al. 2009). 

Jinými slovy mnou zjištěná hodnota transportu kyseliny močové wild type variantou je 

74 x vyšší než publikovaná hodnota. Tento rozpor si vysvětluji především tím, že autoři 

zde inkubovali oocyty v 500 μM kyselině močové při 15 °C, kdežto v mém případě 

probíhala v téměř stejné koncentraci inkubace při pokojové teplotě. Teplota tedy mohla 

pozitivně ovlivnit aktivitu enzymu, což je v souladu s tím, že se jedná o lidský 

transportér, pracující v teplotním optimu 37°C. Dalším faktorem může být právě 
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zmíněný aktivní transport kyseliny močové do oocytu prostřednictvím URAT1, který 

způsobuje vyšší koncentraci kyseliny močové v cytoplazmě (100 - krát). Je tedy 

možné, že relativně nižší koncentrace kyseliny močové v oocytu v práci Woodwarda 

et al. (2009) způsobená difuzí, a která  poskytuje méně intracelulárního substrátu pro 

ABCG2 než u oocytů s exprimovaným URAT1, obsazuje méně často menší počet 

transportérů, což vede k nižší průměrné transportní rychlost. Ichida publikoval hodnotu 

Michaelis - Menteovské konstanty Km = 8,24 mM +-1,44 a Vmax = 6960 pmol/min 

vztaženou na mg proteinu (Ichida et al. 2009). Jelikož jsem však nestanovil množství 

exprimovaného ABCG2 na membráně oocytu, není možné z této hodnoty vyvodit 

přímý závěr. Je ale zřejmé, že hodnota koncentrace urátu v oocytu v mém případě je 

bližší hodnotě rovnovážné konstanty než hodnota Woodwardova, což nutně vede k 

vyšší transportní rychlosti. Inkubace deset minut v médiu ND-96 bez kyseliny močové 

vede k dalšímu poklesu intracelulárního urátu, což znamená, že transportér je i nadále 

plně funkční, avšak transport se poněkud zpomalil, což může být výsledkem výpadku 

uptake urátu, snížením intracelulární koncentrace o 55 % a následkem toho dochází i 

ke snížení transportní rychlosti. Imunodetekce na membráně potvrdila přítomnost wt 

varianty ABCG2. Nehomogenitu v intenzitě signálu pro tuto varianty spíš přičítám na 

vrub nedokonale provedenému Western blotu. 

 
6.2. Funkční studie alelických variant transportéru ABCG2 

 

Varianta Q141K transportéru ABCG2 vykazuje signifikantně nižší transportní kapacitu, 

což je se projevuje zvýšenou koncentrací radioaktivně značené kyseliny močové v 

oocytu oproti wild type variantě. Ichida et al. (2009) popsal v experimentu na 

membránových váčcích z buněk linie HEK293 snížení ATP závislého transportu na 47 

% transportní kapacity wild type varianty proteinu. Higashino popsal snížení na 44% 

transportní aktivity (Higashino et al. 2017). Woodward v experimentu s oocyty 

exprimujícími endogenní ABCG2 s mutací Q141K došel k obdobnému závěru - 

redukce akumulace byla 54 % oproti wt variantě. V našem případě došlo ke snížení 

transportní kapacity pro urát na 32% kapacity wt proteinu. Tato hodnota, vyjádřená 

jako poměr množství urátu přenesené divokou variantou ABCG2 oproti množství 

přenesenému variantou Q141K, je nižší než uvádějí literární údaje. Odchylka je zřejmě 

způsobena jinými podmínkami kultivace, než použili ostatní autoři či menším 

množstvím oocytů ve funkční studii. 
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V literatuře byla popsána jako možná příčina snížení transportu snížená exprese 

varianty Q141K transportéru  ABCG2 (Imai et al. 2002; Toyoda et al. 2019). Tento jev 

lze vysvětlit zvýšenou ubiquitinací a následnou degradací této varianty v proteasomu, 

přičemž experimenty podporující tuto hypotézu byly provedeny na buněčné linii Flp-In-

293 (Furukawa et al. 2009). Také se uvažuje o negativním vlivu na stabilitu nukleotid 

vazebné domény ABCG2 (Woodward et al. 2013). Tato stabilita může být ovlivněna 

interakcí mezi nukleotid vazebnou a částí transmembránové domény (László et al. 

2016).  Imunodetekcí Western blotem, kterou jsem pro každou variantu provedl z pěti 

oocytů jsem však nezjistil výrazně odlišnou míru exprese této varianty. Tento fakt si 

vysvětluji tím, že jsem k provedení Western blotu použil lyzáty celých oocytů (pouze 

se separovanými žloutkovými granulemi), tudíž jsem detekoval i protein, který nebyl 

exocytován na membránu a nebyl tedy ve skutečnosti funkční. Ověření míry exprese 

ABCG2 na membráně jsem chtěl provést pomocí povrchové biotinylace  nebo separací 

membrán, která se bohužel nezdařila a výsledky tak nebyly průkazné. Na druhou 

stranu Woodward uvádí u oocytů X.laevis mikroinjikovaných stejným způsobem 

alelickou variantou Q141K ABCG2 shodnou míru exprese ABCG2 na membráně u této 

varianty i wild typu (Woodward et al. 2009). Po inkubaci v čistém médiu bez 

radioaktivního urátu došlo ke snížení aktivity v cytoplasmě oocytu. Tento úbytek má 

vysvětlení opět v  odstranění zdroje urátu z kultivačního média a tím pokles aktivního 

uptake a následně i efluxu. Alelická varianta transportéru ABCG2 Q141K je spojena 

se vznikem hyperurikemie a dny. Tento závěr byl potvrzen studiemi provedenými na 

japonské, americké i afroamerické populaci, části Polynézské populace i v populaci 

české (Woodward et al. 2009; Yamagishi et al. 2010; Phipps-Green et al. 2010; 

Stiburkova et al. 2017). V mnou provedené funkční studii jsem v souladu s ostatními 

autory zaznamenal pokles transportní funkce ABCG2 Q141K, který lze dát do 

souvislosti s výskytem hyperurikemie a dny u nositelů této mutace. Vyšší hladina urátu 

v séru je zřejmě způsobena sníženou účinností exkrece urátu tímto transportérem. 

 

Varianta R147W je první z testovaných variant, která byla popsána u pacientů trpících 

dnou a pocházejících z České republiky. Je však zastoupena zřejmě velmi vzácně 

(Stiburkova et al. 2017). Při in vitro transportní studii se manifestuje signifikantně nižší 

transportní kapacitou projevující se zvýšenou koncentrací radioaktivně značené 

kyseliny močové v oocytu oproti wild type variantě. Vzhledem k blízkosti argininu 147 

(R147) ke glutaminu 147 (Q141) můžeme očekávat, že i tato záměna bude ovlivňovat 
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stabilitu nukleotid vázající domény a snižovat tak transportní schopnost proteinu, 

podobně jako výše zmíněná varianta Q141K. V recentní práci Zámbó et al. (2019) v 

experimentu na membránových váčcích z buněk sf9 ukázali, že varianta R147W 

skutečně nevykazuje žádnou ATPázovou aktivitu. Z toho je možné učinit závěr, že 

protein s touto mutací není schopen vůbec žádný substrát přenášet. Naproti tomu 

Kondo et al. popsali u téměř sousední aminokyselinové záměny alaninu za  prolin 

(A149P) jen velmi málo narušený transport substrátu, jímž byl metotrexát a 

dehydroepiandrosteron sulfát (Kondo et al. 2004). Na Western blotu z celých oocytů z 

naší studie nebyl protein vůbec detekován. To je v souladu s prací spolupracujícího 

japonského týmu, který na povrch membránových váčku z buněk HEK293 expresi 

proteinu také vůbec nenalezl (Toyoda et al. 2019). Stejný fenomén, tedy absence 

transportéru s touto mutací na cytoplazmatické membráně,  byl zaznamenán i v další 

práci (Zámbó et al. 2019). Náš výsledek tedy spíš ukazuje na únik urát z oocytu pasivní 

cestou a to buď prostou difuzí nebo porušenou cytoplazmatickou membránou. 

Schopnost transportéru s touto variantou přenášet urát je tedy zřejmě pouze artefakt 

vzniklý při našich funkčních studiích. Po desetiminutové inkubaci v médiu bez aktivního 

urátu došlo ke zvýšení aktivity v cytoplazmě oocytu, což si vzhledem k velikosti 

směrodatné odchylky vysvětlujeme spíš tak, že ve skutečnosti je koncentrace 

radioaktivního urátu stejná i po desetiminutové inkubaci v médiu, což dokresluje 

nefunkčnost této varianty transportéru. Příčinou nefunkčnosti ale bude spíš chybná 

maturace a předčasná degradace takto postiženého proteinu, než defekt ve vazbě 

substrátu nebo ATP: Tato alelická varianta se skutečně vyskytuje u pacientů s 

patologicky vysokou hladinou kyseliny močové, která je příčinou hyperurikemie či dny 

(Stiburkova et al. 2017). 

 

Další alelická varianta transportéru ABCG2 (S572R) byla dosud popsána pouze u 

české kohorty pacientů s dnou (Stiburkova et al. 2017). Varianta S572R se také 

projevuje signifikantně sníženou transportní kapacitou (o 33,8 % vyjádřeno nárůstem 

akumulace urátu), která se projevuje vyšší  koncentrací radioaktivně značené kyseliny 

močové v oocytu ve srovnání s wt variantou ABCG2. Toyoda et al. (2019) naopak 

nedetekovali žádnou transportní aktivitu pro kyselinu močovou. Serin 572 se nachází 

v páté transmembránové smyčce ABCG2 a je také součástí možného CRAC motivu 

pro vazbu cholesterolu, který je konzervován mezi všemi obratlovci, avšak jak se 

ukázalo, není místem regulace cholesterolem (Gál et al. 2015). Lászlo et al. na 
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počítačovém modelu taktéž ukázal, že oblast páté membránové smyčky tvoří smyčku 

tvaru V obrácenou do lipidové dvojvrstvy a je analogická P-smyčkám iontových kanálů 

(László et al. 2016). Je tedy možné, že se tato smyčka se podílí na exportu substrátu 

na extracelulární straně membrány a že právě serin 572 se může podílet na transportu 

urátu. Nicméně mutace sousedního tyrozinu 570 (Y570S) neměla vliv ani na 

ATPázovou aktivitu ani na expresi proteinu (Gál et al. 2015). Drobné snížení 

koncentrace kyseliny močové v oocytu po desetiminutové inkubaci v médiu ND-96 lze 

vysvětlit nepřesností měření a rozptylem hodnot. Z lyzátu z celého oocytu jsem nezjistil 

žádnou expresi proteinu ABCG2. Toyoda et al. (2019) v buňkách HEK 293 prokázali 

dále  nepřítomnost transportéru na plazmatické membráně. Podobně mutace v 

sousední aminokyselině, izoleucinu 573 (záměna I573A) vede ke ztrátě zacílení 

proteinu na membránu buněk a zůstává tak na membráně endoplazmatického retikula 

(Haider et al. 2015). Takto je možné vysvětlit nízkou až žádnou funkci této varianty její 

nepřítomností na membráně oocytu. Alelická varianta S572R transportéru ABCG2 v 

mnou provedené funkční studii snižuje transport kyseliny močové, což odpovídá jejímu 

výskytu u pacientů s hyperurikemií a dnou, které jsou zřejmě způsobené sníženým 

vylučováním urátu prostřednictvím tohoto transportéru (Toyoda et al. 2019). 

 

Stejně jako předchozí dvě varianty byla i další popsána na kohortě českých pacientů 

trpících dnou. Alelická varianta T153M se v naší funkční studii projevuje signifikantně 

nižší účinností transportu urátu, tudíž oocyty vykazují zvýšenou koncentraci 

radioaktivně značené kyseliny močové. Transportní účinnost je snížena pouze asi o 

16 %. Po inkubaci v médiu bez kyseliny močové po dobu deset minut již nedošlo k 

dalšímu výraznému snížení jeho intracelulární koncentrace. Je možné, že snížení spíš 

není patrné díky směrodatné odchylce. V experimentu na invertovaných 

membránových váčcích z buněk HEK293 byl zjištěn stejný trend, tedy snížení 

transportu urátu, konkrétně na 25 % transportní aktivity wt varianty (Toyoda et al. 

2019). Další práce uvádí rovněž snížení transportní aktivity (pro substrát Hoechst 

33342) a také snížení ATPázové aktivity proteinu s touto mutací o zhruba 50 % (Zámbó 

et al. 2019). Western blot z celobuněčných lyzátů oocytů ukázal, že je protein 

exprimován, ale zřejmě se sníženou mírou oproti wild typu. Zambó et al. uvádí v 

experimentu na buněčné linii HEK293 nižší celkovou expresi této varianty, ale téměř 

stejné zastoupení proteinu na cytoplazmatické membráně. Nižší celkovou expresi u 

stejné buněčné linie zaznamenal i Toyoda et al. (2019), stejně jako Yoshioka et 
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al.(2007), který rovněž popsal nižší rezistenci transfekovaných buněk k cytostatiku SN-

38 (Zámbó et al. 2019; Yoshioka et al. 2007; Toyoda et al. 2019). Záměna T153M se 

nachází mezi Walkerovým motivem A a B v nukleotid vazebné doméně. Vzhledem ke 

své relativní blízkosti k výše zmíněnému glutaminu 141 je možné, že záměna 

threoninu za nepolární methionin narušuje interakci mezi nukleotid vazebnou 

doménou a spojovacím helixem. Obdobný mechanismus se předpokládá u varianty 

Q141K (László et al. 2016). Snížená transportní účinnost této varianty ABCG2 koreluje 

s výskytem dny a hyperurikemie u jejích nositelů (Stiburkova et al. 2017). Vzhledem k 

tomu, že se moje výsledky odchylují od literárních údajů, nelze jednoznačně říci, že se 

skutečně tato varianta podílí na vzniku dny. 

 

Další varianta byla také popsána u pacientů s dnou (Stiburkova et al. 2017). V rámci 

funkční studie jsem zjistil, že záměna fenylalaninu 373 za cystein (F373C) způsobuje 

signifikantně sníženou transportní schopnost ABCG2 což se projevuje zvýšenou 

koncentrací radioaktivně značené kyseliny močové v oocytu. Snížení transportní 

kapacity činí 62,5 % aktivity wild type varianty ABCG2 (snížení o 30,6 %). Toyoda 

stanovil u této varianty snížení transportní aktivity na 60 % aktivity wt formy (Toyoda 

et al. 2019). Také v další studii bylo zaznamenáno snížení transportu Hoechst 33342 

a to na 82 %. Bazální aktivita byla zjištěna na stejné úrovni jako u divoké varianty 

transportéru, ale na rozdíl od něj není stimulovatelná quercetinem (Zámbó et al. 2019). 

Námi zjištěná aktivita transportéru tedy odpovídá zjištění ostatních autorů. Zároveň po 

desetiminutové inkubaci v médiu bez urátu došlo k dalšímu snížení jeho koncentrace 

uvnitř oocytu, což naznačuje, že je transportní aktivita zachována. Alelická varianta 

postihuje konec spojovacího linkeru mezi nukleotid vazebnou a transmembránovou 

doménou. Obdobně jako u další varianty, delece lyzinu 360 (viz níže), se nabízí otázka, 

jestli mutace F373C ovlivňuje oblast homologickou s kanonickým C-motivem. Tento 

motiv se nachází v pozici L352 až E356 a výskyt mutací v ní snižuje transport substrátu 

i ATPázovou aktivitu (Macalou et al. 2016). Vzhledem k zachovalé ATPázové aktivitě  

lze předpokládat, že transport je snížen spíš následkem sníženého množství 

transportéru na cytoplazmatické membráně.  Zambó et al. (2019) uvádí asi 75 % 

expresi alelické varianty na membráně než u divoké varianty. Obdobný výsledek uvádí 

i Toyoda, kdy u celobuněčného lyzátu rovněž došlo ke snížení exprese (Toyoda et al. 

2019; Yoshioka et al. 2007). Po detekci Western blotem jsem ale zjistil přibližně stejnou 

míru exprese jako u wild type varianty. Je ale spíš možné, že se jedná o experimentální 
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artefakt způsobený nedokonale provedeným Western blotem. Snížení transportní 

kapacity touto mutací odpovídá pozorování, že její výskyt u pacientů je spojen s 

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

 

Mezi další, vzácný haplotyp ABCG2, který se nachází u pacientů s dnou patří záměna 

threoninu 434 za methion (T434M). Podle námi provedené funkční studie má varianta 

T434M signifikantně sníženou transportní kapacitu. Snížení kapacity se jako u 

ostatních variant, projevuje zvýšenou koncentrací radioaktivně značené kyseliny 

močové uvnitř oocytu. Transportní kapacita urátu v oocytu je snížena na 40,5 %  

transportu u wild type varianty ABCG2. V Zambóově práci je zřejmé také snížení 

transportní aktivity a to na 76 % oproti divoké variantě. Bazální ATPásová aktivita této 

varianty je naopak zvýšena asi o 50 % (Zámbó et al. 2019). V experimentu na 

invertovaných membránových váčcích se potvrdil snížený transport kyseliny močové, 

a to sice až na cca 5 % aktivity wild type varianty (Toyoda et al. 2019). Po 

homogenizaci celých oocytů jsem v lyzátu detekoval ABCG2 T434M zhruba ve 

stejném množství jako u divoké varianty. Toto pozorování odpovídá údajům v 

literatuře, přičemž obsah proteinu na cytoplazmatické membráně odpovídá divoké 

variantě proteinu (Toyoda et al. 2019; Zámbó et al. 2019). Záměna threoninu 434 za 

methionin se nachází ve druhé transmembránové smyčce. Vzhledem k tomu, že není 

narušena exprese ani zacílení proteinu na membránu, uvažujeme spíš o porušení 

schopnosti transmembránové domény vázat substrát. Snížená ATPázová aktivita by 

odpovídala spíš výsledkům zjištěným Toyodou (nízká transportní aktivita pro urát). 

Naopak mé výsledky se spíš shodují se zjištěním Zambó. Navíc snížení koncentrace 

kyseliny močové v oocytu po desetiminutové inkubaci spíš ukazuje, že tato varianta je 

skutečně transportně funkční a proto došlo v nepřítomnosti urátu v inkubačním médiu 

ke snížení jeho intracelulární koncentrace. Výsledky získané na membránových 

váčcích, to je vysoká ATPázová aktivita (Zámbó et al. 2019) a současně nízká 

transportní schopnost pro urát (Toyoda et al. 2019) naznačují, že u této varianty při 

přípravě nebo testování invertovaných váčků dochází ke změně aktivity transportéru. 

Pro takové tvrzení je však nutné provést další opakování těchto experimentů s touto 

variantou. V literatuře jsou popsány dvě mutace ve stejné membránové smyčce. 

Alelická varianta F431L způsobuje sníženou rezistenci k cytostatiku SN-38 a 

mitoxantronu, ač se nemění exprese proteinu (Yoshioka et al. 2007; Ai Tamura et al. 

2007). Další alelická varianta ležící ve druhé transmembránové smyčce je S441N. 
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Tato varianta naopak způsobuje nižší expresi, přičemž protein je degradován v 

proteazomu (Nakagawa et al. 2008). I tato varianta způsobuje snížení transportu 

metotrexátu, porfyrinů či estron sulfátu k nule (A. Tamura et al. 2006; Sjöstedt et al. 

2017). Dalo by se tedy předpokládat, že mutace v této transmembránové smyčce 

snižují účinnost transportu a to buď tak, že způsobují degradaci nascentního proteinu 

nebo tak, že záměnou aminokyselin dochází ke ztrátě specifity pro daný substrát. U 

námi testované varianty T434M se zdá, že tento threonin napomáhá vazbě urátu na 

transmembránovou doménu nutnou k jeho úspěšnému exportu ven z buňky. Pokles 

transportní funkce pro kyselinu močovou této varianty koreluje s výskytem 

hyperurikemie a dny u pacientů nesoucích tento haplotyp (Stiburkova et al. 2017). 

 

Alelickou variantou, která až dosud nebyla popsána v databázi, je záměna serinu 476 

za prolin (S476P) (Stiburkova et al. 2017). Mutace způsobená touto variantou má 

podle mnou provedené funkční studie na svědomí téměř úplné zastavení transportu 

urátu (transportní aktivita je 20,4 % aktivity wt varianty). Koncentrace kyseliny močové 

v oocytu je téměř stejně velká jako u oocytů bez exprimovaného ABCG2, do nějž je 

radioaktivně značený urát transportován prostřednictvím proteinu URAT1. Po 

desetiminutové inkubaci v médiu bez urátu se ale ukazuje, že se aktivita v oocytu 

snižuje, což znamená, že transportér i tak nějaký urát přenáší. Vzhledem k velikosti 

směrodatných odchylek je také možné, že ve skutečnosti byl transport po deseti 

minutách minimální a jedná se tedy pouze o odchylku, způsobenou nedostatečně 

přesným měřením aktivity. V experimentu na buněčné linii HeLa byl změřen pokles 

aktivity, představovaný poklesem akumulace barviva Hoechst 33342, na 73 % aktivity 

divoké varianty transportéru. Snížení ATPázové aktivity je na úrovni asi 30 % wild type 

varianty (Zámbó et al. 2019). V experimentu provedeném na membránových váčcích 

došlo ke snížení asi na 10 % transportní aktivity nemutovaného proteinu (Toyoda et 

al. 2019). Detekcí na Western blotu jsem zjistil stejné zastoupení proteinu v celkovém 

lyzátu jako u divoké varianty. Tento fakt je v souladu jak se zjištěním  Zámbó, tak i 

Toyody (Toyoda et al. 2019; Zámbó et al. 2019). Záměna serinu za prolin se nachází 

ve třetí transmembránovém α-helixu ABCG2. Aminokyselinovou záměnou, která se 

vyskytuje ve stejné membránové smyčce, je záměna fenylalaninu 489 za leucin 

(F489L). Tato varianta rovněž snižuje transport estron sulfátu a fluorescenčního 

barviva lucifer yellow. Jelikož je rovněž snížena exprese této varianty dá se 

předpokládat, že právě to způsobuje sníženou transportní aktivitu (Sjöstedt et al. 2017; 
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Deppe et al. 2014). V případě námi testované varianty sice nebyla snížena exprese 

S476P varianty ABCG2, ale i tak se poškození sekvence třetí transmembránové 

smyčky podílí na ztrátě afinity její k substrátu. Jak jsem uvedl výše, tranasmmebránová 

doména zřejmě tvoří část nutnou pro export substrátu do extracelulárního prostoru 

(László et al. 2016). Zřejmě je tedy serin 476 nutný pro vazbu kyseliny močové na 

transmembránovou část. Předpoklad, že alelická varianta způsobuje hyperurikemii a 

dnu u svých nositelů prostřednictvím poškození funkce transportéru ABCG2 byl 

experimentálně potvrzen. 

 

Delece lysinu K360del v české skupině pacientů s dnou byla identifikována jako 

vzácná. V naší funkční studii se tato alelická varianta projevila nesignifikantně mírně 

sníženou transportní kapacitou, která způsobuje zvýšenou koncentraci radioaktivně 

značené kyseliny močové v oocytu. Ve srovnání s wild type variantou ABCG2 jde o 

snížení na úroveň 83 % činnosti divoké varianty. Detekcí pomocí Westernblotu jsem 

tuto variantu nalezl v celkovém lyzátu v přibližně v množství stejném jako variantu 

divokou. V experimentu na membránových váčcích byl zjištěn naopak zvýšený 

transport kyseliny močové. Exprese zůstala nezměněna (Toyoda et al. 2019). Naopak 

v HeLa buňkách exprimovaná varianta způsobuje snížení asi na 71 % činnosti wild 

type varianty, přičemž ATPázová aktivita byla zvýšena asi o 20 %. Exprese na 

membráně i v celkovém lyzátu byla srovnatelná s divokou variantou (Zámbó et al. 

2019). Desetiminutová inkubace v médiu bez urátu se neprojevila snížením, což může 

být artefakt v rámci směrodatné odchylky. Delece lysinu 360 se nachází ve spojovací 

oblasti (linker regionu) mezi nukleotid vazebnou a transmembránovou doménou 

transportéru ABCG2. Vliv mutací v této části transportéru, jak již bylo uvedeno výše, 

analyzoval Macalou et al.(2016). Záměna ve struktuře polypeptidu v oblasti tzv.C-

motivu, který představuje aminokyseliny 352 až 356, vede ke snížení transportní 

funkce, která byla v původní práci představována rezistencí k cytostatiku mitoxantron. 

Také ATPázová aktivita byla snížena (mutacemi v leucinech 352 a 353). Zároveň 

nebyla těmito mutacemi výrazně pozměněna exprese na cytoplazmatické membráně 

(Macalou et al. 2016). Obdobně bylo zjištěno, že záměna aspartátu 296 za histidin 

(D296H), která leží rovněž v linker regionu, snižuje rezistenci buněk k různým 

cytostatikům (jednalo se o tyrosin kinázové inhibitory). U této alelické varianty byla 

zjištěna i snížená exprese proteinu (Skoglund et al. 2014). V souladu s těmito zjištěními 

a zejména s prací Macalou et al. (2016) se zdá, že mutace (v tomto případě přímo 
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delece) má vliv na transport substrátu a také na ATPázovou aktivitu. Jelikož se námi 

testovaná delece lysinu 360 nachází v těsné blízkosti C2-motivu, je zřejmé že tato 

oblast reguluje přenos konformační změny, vyvolané hydrolýzou ATP na další části 

proteinu, které jsou zodpovědné za vazbu substrátu a jeho eflux. Rozpor mezi mojí 

funkční studií a experimentem na membránových váčcích (Toyoda et al. 2019) si 

vysvětluji nejspíš jako artefakt způsobený velkými směrodatnými odchylkami v aktivitě 

zjištěné uvnitř membránových váčků. Na rozdíl od mutací v C2-motivu, delece lysinu 

360 zvýšila ATPázovou aktivitu. Je možné, že je to vlivem ztráty kladně nabitého 

lysinu, který může elektrostaticky interagovat s vázaným ATP, fosfátem nebo s částí 

nukleotid vázající domény. U pacientů s hyperurikemií a dnou se delece lyzinu 360 

sice vyskytuje, ale vzhledem k téměř nezměněné transportní kapacitě lze uvažovat 

spíš o tom, že její výskyt spolu s výskytem hyperurikemie je náhodný. Zvýšená sérová 

hladina urátu může být tedy způsobena spíš jiným patologickým mechanismem. 

Vzhledem k rozporným výsledkům by bylo vhodné transportní funkci znovu nezávisle 

ověřit. 

  

Haplotyp D620N byl nalezen u České kohorty pacientů s dnou. Záměna aspartátu 620 

za asparagin se v námi provedené transportní studii projevuje nesignifikantně mírně 

sníženou transportní schopností ABCG2, což má za následek zvýšení koncentrace 

radioaktivně značené kyseliny močové v oocytu ve srovnání s divokou variantou 

ABCG2. Snížení transportní aktivity jsem stanovil na 82,7 % aktivity wild type varianty. 

Po desetiminutové inkubaci v médiu bez urátu jsem zjistil pokles aktivity v cytoplazmě 

oocytu. U této varianty jsem detekoval ABCG2 v celkovém lyzátu oocytů a to přibližně 

ve stejném množství jako u wt varianty ABCG2. Testováním  na membránových 

váčcích bylo zjištěno, že záměna tohoto aspartátu za asparagin způsobuje snížení 

transportu urátu na 80 % aktivity divoké varianty (Toyoda et al. 2019). Můžeme tedy 

říct, že naše pozorování u této varianty se shoduje s experimentem provedeným na 

invertovaných membránových váčcích. Aspartát 620 se nalézá v extracelulární 

smyčce proteinu ABCG2. Vethanayagam et al. (2005) zjistili u této varianty nárůst 

exprese 2,4-krát vyšší než u wild type varianty. Transport cytostatika mitoxantronu byl 

asi o 50 % snížen oproti divoké variantě, stejně jako ATPázová aktivita mutovaného 

proteinu. Stejně tak byl snížen transport u varianty N590Y (Vethanayagam et al. 2005). 

Další studie potvrdila snížení transportu metotrexátu na 61 % transportu wild type 

varianty. U varianty N590Y došlo rovněž ke snížení účinnosti transportu (A. Tamura et 
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al. 2006). Můžeme předpokládat, že extracelulární smyčka napomáhá vazbě substrátu 

a jeho efluxu do extracelulárního prostředí. Při záměně některé z aminokyselin dochází 

ke snížení efluxu substrátu. Na základě mého experimentu a z experimentu 

provedeném Toyodou et al. (2019) se zdá, že aspartát 620 je jednou z podstatných 

aminokyselin zodpovědných za vazbu urátu. Protože však není eflux urátu inihbován 

je zřejmé, že vazbu urátu na transmembránové části mají na svědomí i jiné 

aminokyselinové zbytky. Snížení ATPázové aktivity může být důsledkem nesprávné 

vazby substrátu na extracelulární smyčku pod vlivem konformační změny. I u této 

varianty je zmenšení transportní kapacity relativně malé, a proto je možné, že její 

výskyt u pacientů s dnou je spíš náhodný, případně spojený s jinou, další patologií. 

 

Poslední námi testovaná varianta byla, stejně jako ostatní, nalezena u české kohorty 

pacientů s dnou (Stiburkova et al. 2017). Jedná se o mutaci v sekvenci ABCG2, která 

je nejvíce zastoupena v lidské populaci (Zamber et al. 2003; Kobayashi et al. 2005). 

Transportér ABCG2 nesoucí záměnu valinu 12 za methionin (V12M)  vykazovala v 

naší funkční studii nesignifikantně sníženou schopnost ABCG2 transportovat kyselinu 

močovou (71,8 % aktivity wild type varianty), což se projevilo  zvýšenou  koncentrací 

radioaktivně značené kyseliny močové v oocytů oproti wild type variantě ABCG2. 

Funkční studie, která byla provedena na membránových váčcích z buněk HEK293, 

ukázala prakticky stejnou transportní aktivitu varianty V12M jako varianty divoké 

(Ichida et al. 2009). Tento výsledek byl potvrzen v další funkční studii založené také 

na invertovaných membránových váčcích, kde byla potvrzena prakticky nezměněná 

transportní funkce (Higashino et al. 2017). Také transport cytostatik jako je topotecan, 

metotrexát či substrátů estrogen sulfát, paraminohyppurát, dehydroepi-

androsteron  nebyl touto variantou nijak narušen (Imai et al. 2002; Kondo et al. 2004). 

Analýza exprese v oocytech pomocí Western blotu ukázala stejnou expresi jako u wild 

type varianty ABCG2. Také literární údaje potvrzují stejnou míru exprese v buňkách 

transfekovaných touto variantou ABCG2 (Imai et al. 2002). U buněk LLC-PK1 se 

protein nalézá na apikální membráně ve stejném množství jako wild type (Kondo et al. 

2004). Mnou zjištěná úroveň transportu urátu touto variantou je nižší než u wild type 

varianty, což je na první pohled v rozporu s literárními údaji. Jako nejpravděpodobnější 

vysvětlení se zdá být to, že hodnoty transportu wild type ABCG2 mají relativně velký 

rozptyl, stejně jako hodnoty transportu V12M. Tyto odchylky jsou způsobeny nízkou 

aktivitou měkkého zářiče C14 použitého pro označení kyseliny močové. Lze tedy říci, 
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že snížení aktivity V12M a wild type varianty je nakonec menší než výše uvedených 

75 %. V souladu s citovanými literárními údaji lze předpokládat, že aminokyselinové 

záměny na N-konci proteinu ABCG2 nemění aktivitu proteinu. Na základě provedené 

studie nelze kvůli rozporům s literaturou rozhodnout, zda skutečně mění transport 

kyseliny močové a nebo ne. Varianta byla sice detekována u hyperurikemiků z české 

populace, ale s přihlédnutím k publikovaným pracem se zdá, že není příčinou vzniku 

dny a nárůstu koncentrace urátu v séru (Stiburkova et al. 2017). 

 

Naši hypotézou bylo, zda uvedené alelické varianty mohou způsobovat vznik 

hyperurikemie a dny prostřednictvím snížení exkrece kyseliny močové na apikální 

membráně epiteliálních buněk proximálního tubulu. Testované alelické varianty 

transportéru ABCG2, představující jednobodové aminokyselinové záměny v primární 

struktuře, Q141K, R147W, S572R, F373C, T434M a S476P mohou snižovat jeho 

transportní schopnost a tak tedy zvyšovat koncentraci kyseliny močové v séru nad její 

limitní hodnotu a podílet se na vzniku dny. Naopak u záměny D620 se zdá, že 

neovlivňuje transportní kapacitu proteinu ABCG2 a tak zřejmě přímo nezpůsobuje 

zvýšení koncentrace kyseliny močové v séru a s tím souvisejících chorob. Jako 

vysvětlení je možné předpokládat, že výskyt těchto variant současně s dnavými 

onemocněními je náhodný nebo je ve vztahu mezi expresí dané alelické varianty 

ABCG2 a rozvojem hyperurikemie jiný mechanismus, než je přenos urátu tímto 

transportérem. Výsledky funkčních studií s alelickými variantami V12M, delK360 a 

T153M nejsou v souladu s dostupnými literárními údaji, popřípadě se projevují 

neočekávaným způsobem, a tudíž nelze s jistotou říct, jestli jejich výskyt skutečně 

koreluje s výskytem hyperurikemie nebo dny. U těchto variant by bylo nutné opětovné 

ověření, nejlépe s využitím jiné metodiky. 
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7. Závěr 
 

Provedl jsem funkční studii alelických variant transportéru ABCG2, které byly rámci 

genu ABCG2 identifikovány jako podezřelé ze souvislosti s dnou Stibůrková et al.2017. 

Testování transportní kapacity kyseliny močové jsem provedl na modelu 

nematurovaných oocytů žáby Xenopus laevis exprimujících danou alelickou variantu 

transportéru ABCG2 (BCRP) a pomocný transportér URAT1 (SLC22A12), který 

zajišťoval aktivní uptake kyseliny močové. Průkaz exprese jsem pro každou variantu 

provedl pomocí imunoblotovacích technik. Varianty Q141K, R147W, S572R, 

F373C,T434M a S476P mají sníženou schopnost transportovat urát in vitro což 

naznačuje, že jsou pravděpodobně zodpovědné za rozvoj dny. Varianta D620N nemá 

sníženou transportní kapacitu pro urát a zřejmě tak není přímo odpovědná za vznik 

dny. U variant V12M, del K360 a T153M není na základě naší studie možné 

rozhodnout o jejich přímém vlivu na vznik dny a bude u nich nutné další testování. 
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