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Skolitelsky posudek na diplomovou praci Ing. Bc. Jifiho Vavry na téma: ,\Vliv_alelickych

variant proteinu ABCG2 na transport kyseliny mo¢ové

Jifi Vavra vypracoval svou diplomovou praci v Laboratofi vyvojoveé biologie na katedfe Bunécné
biologie pod mym vedenim. Vyznamné se na vedeni taktéz podilela ma PhD studentka Mgr.
Andrea Mancikova. Projekt, na kterém Jifi Vavra pracoval, vznikl na zakladé spoluprace
s Revmatologickym ustavem, ktery se dlouhodobé zabyva poruchami transportu kyseliny
mocoveé v proximalnim tubulu ledvin u &lovéka. Rozsahlé GWAS studie odhalily jednobodoveé &i
dele¢ni mutace (alelické varianty) v riznych uratovych transportérech jako napf. URAT1, GLUT9
nebo ABCG2. K prokazani &i vyvraceni kauzality vlivu téchto mutaci na patologickou hladinu
kyseliny mocové v krvi je potfeba provést funkéni studie, resp. analyzovat schopnost
jednotlivych alelickych variant pfenaset radioaktivné znaleny urat z vnéjSiho prostfedi do
experimentalnich bunék nebo do nezralych oocytld Drapatky vodni (Xenopus laevis). Xenopi
oocyty byly pouzity jako expresni systém pro studium transportu kyseliny mocové vybranymi
alelickymi variantami pfenaseCe ABCG2, ktery byl objeven mimo jiné jako uc€inny efluxovy
transportér cytostatik ¢imz nékterym nadorovym burkam poskytuje u€innou rezistenci. Stejny
pfenasel je schopen taktéz transportovat kyselinu moCovou a podilet se tak na balanci této
slou¢eniny mezi krvi a moci.

Cilem diplomové prace bylo provedeni funk&nich studii u vybranych alelickych variant
lidského ABCG2 na modelu xenopich oocytu. Jifi Vavra od samého pocatku co nastoupil do
laboratofe pracoval velmi intenzivné a svédomité. Z metodického hlediska je téma diplomové
prace velmi rozmanité. V prvé fadé bylo potfeba pfipravit vSechny testované alelické varianty ve
formé expresnich vektord metodou fizené mutageneze (Geneart site directed mutagenesis kit).
DalSim krokem bylo zvladnuti relativné naroCnych operaci samic drapatek, z nichz Jifi v urcCitych
intervalech odebiral ¢asti ovarii s nezralymi oocyty. V neposledni fadé musel zvladnout
mikromanipulacni techniky, jakymi je prace s vlastnimi oocyty a mikroinjekce cDNA pro vybrané
alelické varianty ABCG2, praci se scintilatnim pocitatem a statisticky vyhodnotit ziskana data
aktivity radioaktivné znaceného uratu pfitomného uvnitf oocytll. Jak bylo uvedeno vySe, ABCG2
patfi mezi efluxové transportéry, tj. pumpuje substraty z buriky do okolniho prostiedi. Jifi
spolec¢né s Andreou Mancikovou zavedli unikatni metodiku funkénich studii spocivajici

v koexpresi divoké varianty influxového uratového prenaseCe URAT1, ktery velmi uc&inné
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transportuje kyselinu mo&ovou do oocytu a pfislusné alelické varianty ABCG2, ktera by méla
délat opak. Vysoké hodnoty radioaktivniho uratu uvnitf oocytld pak znaci snizenou funk&nost
studované alelické varianty ABCG2.

Vlastni diplomova prace je sepsana zevrubné a peclivé. Literarni pfehled vy€erpavajicim
zpusobem mapuje lidsky uratovy transportom nejen v ramci ledviny, ale i v ostatnich organech,
jakymi jsou jatra, stfevo, centralni nervovy systém a dalSi. Velmi kladné hodnotim hlavné
diskuzi, ktera cita 14 stran a Jifi jasné ukazal, ze studované problematice perfektné rozumi a
hlavng, Ze je schopny své vysledky kriticky vyhodnotit a porovnat s recentni védeckou
literaturou. Jsem rad, Ze Jifi pfijal nabidku pokraCovat ve studiu uratového transportu v ramci

doktorského studia a jako Skolitel praci hodnotim jako vybornou.

Doc. RNDr. Ing. Vladimir Krylov, Ph.D.
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