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Oponentsky posudek na diplomovou prici Lubomira Kralika:
Poruchy metabolismu médi u flovéka: molekuldrnébiologicks studie
Vedouci diplomové prace: Prof. MUDr. Pavel Martasek, DrSc.

Diplomova préce je sepsana na 76 stranach, z toho ivod na 10 stranach, literarni
prehled na 29 stranach, material a metody na 8 stranach a vysledkova ¢ast na 12 stranédch.
Prace obsahuje celkem devét obrazki a osm tabulek. Seznam citované literatury ¢ita 170
ptvodnich praci.

Autor se ve své praci zabyva pfevazné molekularné-genetickou podstatou a diagnézou
Menkesovy a Wilsonovy choroby. V piehledu literatury jsou pak podrobné probrany klinické
projevy, populacni genetika a 1é¢ba obou chorob. Tato Cast prace je velmi obsahld a
piehlednd, pro ucel prace zcela postacujici.

Jednim z ¢ili autorovy prace bylo navrzeni vhodného diagnostického postupu pro
zjiSténi pficiny Menkesovy choroby na Grovni mutace DNA a zavedeni tohoto postupu pro
diagnostiku v Ceské republice. Tento cil byl zcela jasné splnén, nebot’ u viech Ctyf
postizenych pacientii se autorovi podatilo sekvenaci zjistit mutace v genu ATP7A. Tento
vysledek je naprosto zasadni kviili moznosti prenatalni diagnostiky Menkesovy choroby
v rodinach s jejim ¢astym vyskytem. Popsana metoda je poméme rychla, zahrnuje odbér krve
pacienta, izolaci DNA, polymerazovou fetézovou reakci (PCR), elektroforetické rozdéleni
amplifikované DNA a sekvenaci. Nevyhodou je patrné nutnost sledovat vech 23 exonu genu
ATP7A, pro vSechny exony nicméné autor navrhnul spole¢né slozeni reak¢ni smési i
amplifika¢ni program. Z komunikace s autorem jsem vyrozumél, Ze tato metoda je nyni
prakticky pro sledovani vyskytu Menkesovy choroby v CR vyuZivana.

DalSim cilem bylo objeveni novych mutaci v genu ATP7B, které by mély umoznit
zlepSeni diagnostickych moznosti u Wilsonovy choroby. U tohoto genu autor skuteéné nalezl
dvé dosud nepopsané mutace v 15. a 17. exonu a doufd, Ze tento nalez pomiize stanoveni
presné diagnozy u presymptomatickych pacienti.

Celkove bylo ve studii zahrmuto pomérné malé mnozstvi pacientii (5 s podezienim na
Menkesovu chorobu a 33 s podezienim na Wilsonovu chorobu). Takto maly vzorek bohuzZel
neumozituje rigordzni statistické zpracovani dat, zejména pii vypoétu frekvence vyskytu
Jednotlivych mutaci sledovanych genii. Tento nedostatek si viak autor uvédomuje a
s vypoctenymi hodnotami zachdzi velmi opatrné. Velikost sledovaného vzorku pacientd je
samoziejmé dana pomérné vzacnym vyskytem obou sledovanych chorob.

Prace je vypracovana velmi precizné a svéd¢i o velmi dobré orientaci autora
v odbomych textech s Iékaiskou a molekularné genetickou tématikou. Obgasné pieklepy a
drobné tiskafské chyby (viz nize) vét§inou nevadi srozumitelnosti textu. Vytknout by se
autorovi dalo ponékud nes$tastné michani ¢eskych obecnéjsich termind s odbornymi.
Prikladem je popis klinickych projevii Wilsonovy choroby (str. 30, £. 10), kde autor pise:
»Neurologickymi projevy Wilsonovy choroby jsou pfedev$im poruchy pohybu a rigidni
dystonie*. Doporucil bych bud’ disledné pouzivani odbornych termint (tedy napf. ,,ataxie”
misto ,,poruchy pohybu*) nebo termini eskych. Pripoustim viak, Ze nemusi byt lehké takové
ekvivalenty nalézt. Podobné chyba se naléza i ve véte (str. 30, . 32) ,,U pacienti s WD
{Wilsonovou chorobou) jsou pomémne ¢asté hypercalciurie, nephrocalcinosis a nephrolithiatis,
nékdy 1 proteinurie a hematurie”. Zde neni piili$ jasné, co je poskozeni ledvin a co jsou az
jeho nésledky. Chybou, ktera vSak bohuzel srozumitelnost prace pon€kud naruSuje jsou
neuplné popisy obrazki €. 3, 4, 5, 6, 8 a 9. Chybi zde totiz zminka o tom, ke kterému genu se
obrazky vztahuji. Tento udaj lze sice dohledat podle oznaceni pacientli (napt. M1 a W20), to
je v3ak pro Ctenafe cesta pom&mé slozitd. Pozaduji po autorovi napravent této chyby, nejlépe
dopsanim komentare k jednotlivym obrazk{im.

Pfes vySe zminéné pfipominky pokladam praci za velmi kvalitni a doporuduii it
pfijmout jako praci diplomovou. )
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Otazkv:
1. Bylo by technicky mozné rozsifit sledovany vzorek pacienti? Z jak velké casti Ceské

republiky byli pacienti testovani? (V praci neni mozné tuto informaci nalézt.)

Je metoda diagnézy Menkesovy choroby sekvenaci genu ATP7A snadno upravitelnd
pro prenatélni vysetfeni? (V pivodnim schématu je odbér krve pacienta.)

Na str. 21 autor uvadi: ,,oba geny maji na svém amino-konci Sest oblasti (HMA —
heavy metal associated), které vazi t&zké kovy. ... Tyto aseky jsou vysoce
konzervované a obsahuji aminokyseliny GMXCXXC. Uz i jedna tato sekvence staci
pro zaji$téni pfenosu médi pfes membranu.”

Otézka: Jak je toto tvrzeni mySleno? Staci pro tuto funkci peptid o zminéné sekvenci,
nebo jeji jediny vyskyt v uréitém proteinu? Pokud by se jednalo u druhou moZnost,
bylo by patrn& presn&jsi tvrzeni, Ze samotnd HMA oblast zajisti vazbu méd’natych
iontii. Transport je pak zajistén zbylou ¢asti proteinu.

Autor konstatuje (str. 22), ze v Melbourne je vyskyt Menkesovy choroby asi 7x vyssi,
nez v zépadoevropskych statech (frekvence vyskytu 1:40 000 a 1:298 000). Tyto dvé
srovnavané ,,oblasti“ nejsou dost dobfe popsany a mozna nejsou zcela porovnatelné.
Jaké ma autor vysvétleni pro rozdilny vyskyt Menkesovy choroby?

Na str. 24 autor pouzivé termin ,,pfenased” Menkesovy choroby. Nebylo by presnéjsi
(méné zavadgjici, vzhledem k lokalizaci genu na X chromozomu) pouziti terminu
prenasecka?

Je od roku 1988 né&co znamo o mechanizmu pfenosu histidinatu méd'nateho pies
hematoencefalickou bariéru (str. 25)? (Citace o nezndmém mechanizmu je ponékud
neaktudlni — z roku 1988.)

Na str. 32 a 63 autor uvadi, ze pfesna podoba proteinu ATP7B neni znama. V pravé
vy§lé a patrné pomémé zdsadni publikaci (Dmitriev et al. PNAS 2006, 103(14): 5302}
byla trojrozméma struktura N-konce proteinu vyfeSena pomoci NMR. Je nyni mozné
odhadovat vliv novych mutaci (objevenych autorem v pozicich A1135T, 11230V) na
aktivitu této ATPasy?
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Nékteré tiskarské chyby:

str. 12, f. 16 shora: misto % lépe pouzit napt. pg/kg (piehledngjsi)

str. 12, T. 4 zdola: proteinu de CTR1

str. 15, T. 1 shora: stemy médi — 1onty médi

str. 19, 1.1, zdola: s Wilsnovou

str. 20, f. 4 shora: Menkesova ehereby — choroba

str. 21, . 3 shora: byds — byla

str. 27, f. 8 shora: dobry — dobrym

str. 28, ¥. 13 shora: fibroblasyi ziskané ze ctyf odlinych alel... velmi nepfesna formulace
str. 29, druhy odstavec zdola: nesrozumitelné souvéti.

str. 33, f. 11 shora: Frekvence alely ATP7B (s mutaci H1069Q) se podle autora pohybuje
v rozmezi 26-70% v riznych populacich. Autor patrné zapomél uvést, Ze se jedna o frekvenci
u nemocnych Wilsonovou chorobou.

str. 33, . 3 zdola: pacienti — pacientd

str. 36, . 11 zdola: v dnesni dobé bin. ..

str. 36, f. 10 zdola: penicilaminem, ... tetraminem nebo zinek

str. 43, ¥. 2 zdola: SIMAX, USA - CR

str. 45, ¥. 15 shora: usnadnéna — usnadnéng

str. 45, f. 18 shora: sloZzeni PCR smési bylo...

str. 62, . 11 zdola: APT7A — ATP7B
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