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PoRUCHY METABoL|SMU MĚD| u ČlovĚxR:
MoLEKUlÁnuĚ BloLoGlcKÁ sTUDtE

předložené Lubomírem Krá!íkem, PřF UK v Praze

Diplomová práce Lubomíra Krá|íka se věnuje dvěma geneticky vázaným
onemocněním metabo|ismu mědi - Menkesově chorobě a Wi|sonově chorobě a Ve své
experimentá|ní části přináší originá|ní pozorování. V poznání mo|eku|ární podstaty těchto dvou
onemocnění doŠ|o v pos|edním deseti|etí k výraznému předělu, kteý se odrazi| v nových
diagnostických moŽnostech s ref|exív terapii těchto onemocnění.

Práce je psána česky, má 76 stran, je |ogicky č|eněna a peč|ivě zpracována. Úvod
je jednostránkový, zahrnuje i cíle práce, literární přeh|ed má 29 stran, materiá| a metody jsou
uvedeny na 9 stranách, výs|edky shrnuty na 12 stranách, diskuse je uvedenana 4 stranách,
nás|eduje jednostránkové shrnutí a seznam pouŽité |iteratury na 11 stranách se 172 citacemi.
Práce je dop|něna 9 obrázky a 8 tabulkami.

Literární přeh|ed je ve|mi zdaři|ým souhrnem pro čtenáře dů|eŽitých informací o
současném poh|edu na metabo|ismus mědi a jeho poruchy, nepochybně prokazuje disertantovo
skvě|é zv|ádnutí prob|ematiky a schopnost ve zhuštěné formě předat nejdů|eŽitější informace.
Jako ne|ékař postihl ve|mi dobře k|inické projevy obou chorobných stavů na zák|adě vrozené
poruchy v metabolismu mědi a biogeneze měď obsahujících enzymů.

Popis metodických přístupů je přehledný a vyčerpávající. UŽ v této části disertace
moh|o být podrŽeno a zdůrazněno, Že dosud se DNA při důvodném podezření nebo
onemocnění Menkesovou chorobou z České repub|iky a S|ovenska odesí|a|a k molekulární
diagnostice nejčastěji do Dánska, občas do USA (tato informace je skromně zmíněna v textu o
mutační ana|ýze genu ATP7A na straně 62)' Disertant samostatně navrh| 26 primerů pro
amp|ifikaci kódujících a hraničních (exon/intron) úseků genu pro ATP7A, amp|ifikované úseky
se pohybují mezi 182 - 376 páry bazí a podaři|o se mu připravit podmínky tak, že všechny
amplifikace lze připravit pomocí reakcí s naprosto identickými podmínkami. Pro toho,
kdo se zabývá molekulární diaqnostikou je zřejmě, jak ve|ké úsi|í muselo byt věnováno
návrhu oligonukleotidů a předeVším optima|izaci PCR reakcí. Praktickým výi|edkem této
části dip|omové práce disertanta ie možnost mo|eku|ární diagnostiky Měnkešovy chodoby
vlaboratoři K|iniky dětského a dorostového |ékařství, 1. LF UK a VFN v Praze.-Spádovoú
ob|astí pro tuto diagnostiku je nyní i S|ovensko a potenciálně i Ukrajina, Mad'arsko a Po|sko.
Výs|edkem ana|ýzy DNA nemocných s Menkesovou chorobou je nález dvou nových dosud
nepopsaných mutací v genu ATP7A (2173 C>T; Qzz4X, de novo mutace u matky probanda'



Vyšetřena rodina ve čtyřech generacích;3748 G>T, E1249X) a ná|ez dalších dvou mutací, jiŽ
dříve popsaných. Výsledky jsou originální a publikovatelné.

Podobným způsobem, jakým přistoupiI disertant k problematice Menkesovy
choroby, přistoupil i ke studiu Wilsonovy choroby. I zde navrhl originální set primerů a
optimaIizova| podmínky pro ampIifikace všech úseků při pouŽití univerzá|ních reakčních
podmínek. Vyšetření skupiny 33 nemocných s důvodným podezřením na Wi|sonovu chorobu
vedlo k ná|ezu mutace u 20 z nich, přičemŽ dvě z na|ezených mutací jsou mutace dosud
nepopsané. V cásti věnované nálezům u obou chorob se autor nespokoji| s pouhým popisem
nalezené mutace, ale na základě studia mode|u proteinu vyvozuje moŽné důs|edky mutace pro
funkci proteinu.

K práci nemám zásadnÍch připomínek. ojedinělé přek|epy nesniŽují vysokou úroveň
zpracování prob|ematiky. Téma je zpracováno přík|adně, jasně stanovené cí|e práce by|y
sp|něny, práce přináší nové a prakticky vyuŽite|né poznatky, které rozšiřují studovanou ob|ast
vrozených defektů metabo|ismu mědi, výs|edky jsou ve|mi dobře pub|ikovate|né' Práci
hodnotÍm jako výbornou a plně ji doporučuji přijmout jako práci diplomovou.

V Praze dne 18. května 2006 Prof' MUDr. Pave| Martásek. DrSc
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