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Prace byla vypracovéna na Instituty klinické a experimentaini mediciny a zabyvé se regulani
a mutaéni analyzou dvou genl; genu pro ornitin transkarbamyldzu (OTC) a genu pro beta-
glukocerebrosidézu (GBA). Protein OTC je soutdsti mofovinového cyklu a genova mutace ma za
nasledek hromadéni dusiku v téle ve formé amoniaku. Gen je lokalizovan na chromozému X a jeho
exprese je omezena ha jaterni parenchym a stfevniepitel. Deficience OTC proteinu je
manifestovdana Sirokym spektrem projevi od novorozenecké hyperamonémie konéici smrti
pfes mirn&j§ symptomy v dospélosti (metabolické problémy, abnormality v chovani, mentalni
retardace) a¥ po zcela asymptomatické heterozygotni pfenasecky. Druhym zkoumanym genem je
gen pro beta-glukocerebrosiddzu lokalizovan na dlouhém raménku pryvniho chromozomu. Protein
GBA se podili na lyzosomalni degradaci glykosfingolipidtl a deficience je spojena s onemacngnim
oznatovanym jako Gaucherova choroba. Rovné? toto onemocnéni zahrnuje $iroké spektrum projevi
od zévainych problémd v psychomotorickém vyvoji novorozencil konticich smrti pfes mirnéjdi
psychomotorické symtomy aZ po pfipady zcela asymptomatickeé.

Zde predkiddana préce se zabyva jak p¥imym screeningem mutaci, tak i analyzou regulacnich
mechanizmi cbou gen(l a pfispiva tak k porozuméni dnes zatim nepfedvidatelného prib&hu obou
chorob. Pomérné obsahly literdrni Gvod seznamuje Ctendfe s biochemickou podstatou onemocnéni,
strukturou obou gentl a s regulaénimi mechanizmy spojenymi s genovou expresi, Autor derpal z vice
ne? 120 vétdinou plivodnich praci, které jsou aktudini vhledem k Fesenému tématu. Text je dopinén
nékolika schématy a tabulkami, které umozfuji snadn&jsi orientaci. Po formalni strance mam k této
¢asti urdité vyhrady tykajici se ¢lendni textu. Autorovi se piili§ nedafi navézat jednotiivé kapitoly a
pfipravit &tendfe na to, co bude nasledovat v kapitole daldl. Text pak pdsobi ponékud
fragmentovand. Vtextu se vyskytuji také nékteré pieklepy, nicméné nemaji vliv na jeho
srozumitetnost.

Naopak velice pozitivni dojem na mne udélala experimentdini a vysledkovd Cast prace, Autor
si osvojil Fadu molekutdrné biologickych metod, mezi nimi i metody, které nejsou zcela triviaini (RLM-
RACE, Dnase footprinting, eletromobility shift assay) a podilel se na étyfech publikacich, z nichZ na
dvou je prvnfm autorem. V pryni publikaci [Ornithine carbamoyitransferase deficiency...] autofi
identifikovali dvacet pét mutaci v genu OTC, kdy étrndct z nich nebylo dosud publikovano. Ve druhé
publikacl [Disruption of OTC..] Mgr. LukSan objevil dilefitost interakce mezi enhancerem a
promotorem pro efektivni transkripci lidského genu OTC. Ve tfeti publikaci [HNF-4a Regulates
Expression...] identifikoval autor HNF-4a jako ddle¥ity faktor pro vy$e zminénou interakci. V posledni
publikaci [Glucocerebrosidase gene has an alternative..] Mgr. Luk3an identifikoval alternativni
promotor genu GBA. Viechny uvedené publikace znamenaji velky pfinos jak pro diagnostiku, tak i
pro v&asnou léébu pacientl trpicich nemocemi spojenymi's mutacemi v genech OTC a GBA. Za velice
zdafilou poklddam i postedni &ast prace, tedy diskusi, jei predloZzené vysledky dava do kontextu
s doposud znamymi fakty. Autor prokazal schopnost samostatné tviréi préce a prezentovangé
publikace jednoznaéné ptispivajl k rozvoji v oboru diagnostiky a 1é¢by metabolickych poruch.

| pfes uvedené vyhrady pfedkladand prace Mgr. Ondfeje Luk3ana splfiuje ndroky kladené na
disertaéni prdci a mohu ji jednoznatné doporuéit k obhajobé.




Na Magistra Luk$ana mam nasledujicl otdzky:

1. Mutace v genu OTC se mlZe projevit pomérné Sirokym spektrem symptomd. Existuje in
vivo & in vitro model pro toto onemocnéni, kde by bylo moiné predikovat . zévaznost jednotlivych
mutaci, pfipadné testovat urité léky?

o2 V promotorové oblasti jste identifikovali mutaci c.-366A>G, Mate k dispozici poznatky {in
vitro &iin silico), ktery transkrip&ni faktor by se mohl na tuto oblast vazat? ‘
3. Ve své tetl publikaci jste rozpoznali transripni fakor HNF-4 jako kliovy pro interakci mezi

enhancerem a promotorem lidského genu OCT. Pro identifikaci funkce proteind se fasto pouiivaji
tzv, lost of function experimets”. Jak byste postupoval, pokud byste chtél pomoci této metody
ovéFit klidovou roli HNF-4a v interakci mezi promotorem a enhancerem? '

4, Elanek, kde jste identifikovali alternativni promotor genu GBA, byl publikovan na polatku
roku 2011. Mate od té doby néjaké nové poznatky o roli tohoto promotoru vrozvoji Gaucherovy
choroby?
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