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Ing. Bc. Jifi Vavra: Vliv alelickych variant proteinu ABCG2 na transport kyseliny mocové

Hodnoceni vysledku z hlediska tviirciho pfinosu

Prace si kladla za cil porovnat schopnost alelickych variant transportéru ABCG2, podilejiciho se na secernaci kyseliny
mocové do moci. Zkoumané varianty byly vybrany na zakladé resSerSe literatury a publikovanych celogenomovych
studii autord z 1. LF UK, ale u mnohych variant nalezenych v ¢eské populaci chybél experimentalni prikaz jejich
pfimé souvislosti s hyperurikemii. Méfeni transportu exprimovanych variant pfipravenych fizenou mutagenezi byla
provddéna na nematurovanych oocytech zdby Xenopus laevis. U 6 zkoumanych variant byla prokazana porusena
schopnost transportu kyseliny mocové. Naopak varianta D620N neméla tuto schopnost sniZzenu vici divoké varianté.
U dalSich 4 variant byly ziskané rozdily nesignifikantni.

Z hlediska prvenstvi byl poprvé popsan vysoky stupen inhibice u S476P mutace ABCG2. U mutace Q141K
ziskal autor obdobné vysledky, jaké byly publikovany dfive. U dalSich dvou variant a zejména u mutace R147W
naméril autor nizsi stupen inhibice. Z hlediska tvlrciho pfinosu uchazede je tfeba vyzdvihnout schopnost navazat na
Spickovy vyzkum publikovany dfive, schopnost vytvofit prislusny model studie, tj. metodiky mutageneze, injekci
cRNA i metodiky méreni transportu a ziskani jednoznacnych vysledkl a zavér( alespon u vétSiny zkoumanych
variant.

Formalni kvalita predloZeného spisu

Formalné dobré, obsahujici doprovodné vétsinou ¢ernobilé obrazky a tabulky. Obrdzek Obr. 2 — ve schématu by bylo
vhodné transportér BRCP oznacit téZ jako ABCG2, coz je tvar pouzivany veskerym dalSim textem prace. Je tfeba
ocenit prisné hierarchické a logické clenéni celé prace.

Jazyk

Bez prohreskl proti gramatice, bez vétsich formulacnich problém(. PrestoZe pro rychlejsi vzajemnou komunikaci
jsou uzivané velmi ¢etné anglické terminy v ¢eské vété, nékteré by prece jen mohly byt v ¢estiné — priklad namisto
knockoutovanymi sta¢i deletovanymi....

Hodnoceni ¢asti predkladaného spisu
1 Literarni prehled

Literarni prehled je clenén prisné hierarchicky a je psan velmi srozumitelné i pro specialisty z jinych obor(.
Popisované oblasti jsou adekvatnim tGvodem pro pochopeni vysledkl a jejich interpretace. Prehled zadina popisem
vyznamu kyseliny mocové ve fylogenezi a fyziologii, uvadi souvislosti s etiologii dny, podrobné popisuje transport
v proximalnim tubulu nefronu a jednotlivé typy transportérl. Dale v rozsitené formé uvadi popis studovaného
transportéru ABCG2 a znalosti o jeho alelickych variantach vysetfovanych celogenovymi studiemi (GWAS). Nakonec
je uvadén popis vyznamu funkce ABCG2 v dalSich orgdnech a tkanich. Z literarniho prehledu jasné vyplyva, proc byly
provedeny nasledné studie a jaky mlze byt jejich pfipadny vyznam.

2 Material a metody

Prace je metodicky na adekvatni GUrovni stanovenym cillim. PouZité metody jsou dokumentovany srozumitelné
s dostatecnou podrobnosti. Text je i formulacéné velmi dobre zvladnut.



3 Vysledky

V této casti autor prezentuje 9 obrazkl a 7 tabulek. Nékteré vysledky uvedené v tabulkach by bylo vhodnéjsi
prezentovat formou sloupcovych grafi podobné tak, jak je vytvofen Obrazek 12. Ze série takovych grafli by ¢tenar
daleko rychleji zjistil, jak byla plvodné primarné namérenda data transformovana na vysledky testd napt. inhibice
transportu u jednotlivych variant. Rovnéz statistické zpracovani v ramci skupiny testovanych variant ¢i obou by bylo
vhodnéjsi provést metodou ANOVA s vybranych testem. Tato analyza by zajisté porovnala daleko presnéji signifikanci
rozdil(l v rdmci skupiny ¢i obou skupin.

4 Diskuse

V diskusi autor uvadi srovnani vlastnich vysledk( sjiz publikovanymi obdobnymi studiemi, zejména dvéma
recentnimi pracemi zr. 2019. Z diskuse vyplyvd prvenstvi v charakterizaci mutace S476P, jenz vykazovala nejvyssi
stupen inhibice, pfestoze u mutace R147W popsal 69% zbytkovou aktivitu transportu na rozdil od nulové uvadéné
v literatufe. BohuZel vzhledem k charakteru méreni se nepodafilo zjistit statisticky signifikantni rozdily pro snizeni
mezi 20 a 30%, které vykazovaly nékteré varianty vyselektované studii kohorty 250 ceskych pacientli s hyperurikemii
a dnou. Jinak ale diskuse svédci o tom, Ze autor ma prehled o smérovani dané oblasti vyzkumu a Ze je s to na zakladé
ziskanych nalezll formulovat protokoly a hypotézu k dalsimu testovani.

Dle nazoru oponenta je prace na vysoké metodické Urovni a zjisténé vysledky a jejich vyznam odpovida stupni
diplomové prace. Autor prokazal, Ze je schopen pracovat samostatné a data kriticky hodnotit ziskané vysledky.

Dilci pfipominky k praci a otazky do diskuse

1. Jakym zplisobem lze vysvétlit rozdil mezi daty této prace (69% zbytkova transportni aktivita) a publikovanymi
vysledky prace Zambd et al. 2019 (nulova aktivita) pro mutaci R174W?

2. Jak Ize vysvétlit dvé odliSné interpretace pro mutaci Q141K, prestoZze namérené snizZeni transportni aktivity je
obdobné = tedy interpretace v dlsledku zvysené degradace proteasomem vs. pfima inhibice transportniho
mechanismu. Kterd interpretace je pravdépodobnéjsi na zakladé autorem ziskanych dat?

3. Bylo by moZné pfi provedenych transportnich studii inhibovat transportér nékterym zjeho specifickych ci
nespecifickych inhibitord a rozdily vyuzit k alternativnimu vystizeni aktivity studovanych variant?

4. Jsou znamy néjaké dalsi post-transla¢ni modifikace transportéru ABCG2 jako napf. acetylace?

5. Je moiné Ze dysfunkcni varianty transportéru ABCG2 by byly kompenzovany zvysenou expresi jinych cetnych
transportér(? Pokud tomu tak neni, ¢im je funkce ABCG2 tak vyjimecna?
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