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Posudek diplomové prace

PORUCHY METABOLISMU MEDI U CLOVEKA:
MOLEKULARNE BIOLOGICKA STUDIE

predlozené Lubomirem Kralikem, PiF UK v Praze

Diplomova prace Lubomira Krélika se vénuje dvéma geneticky vazanym
onemocnenim metabolismu médi — Menkesové chorobé a Wilsonové chorobé a ve své
experimentalni Casti pfinasi originalni pozorovani. V poznani molekularni podstaty téchto dvou
onemocneni doslo v poslednim desetileti k vyraznému predélu, ktery se odrazil v novych
diagnostickych moznostech s reflexi v terapii téchto onemocnéni.

Prace je psana Cesky, ma 76 stran, je logicky ¢lenéna a peclivé zpracovana. Uvod
je jednostrankovy, zahrnuje i cile prace, literarni prehled ma 29 stran, materiél a metody jsou
uvedeny na 9 stranach, vysledky shrnuty na 12 stranach, diskuse je uvedena na 4 stranach,
nasleduje jednostrankové shrnuti a seznam pouzité literatury na 11 stranach se 172 citacemi.
Prace je dopinéna 9 obrazky a 8 tabulkami.

Literarni prehled je velmi zdafilym souhrnem pro ¢étenaie ddlezitych informaci o
soucasném pohledu na metabolismus médi a jeho poruchy, nepochybné prokazuje disertantovo
skvéle zvladnuti problematiky a schopnost ve zhusténé formé piedat nejdiilezitéjsi informace.
Jako nelékar postihl velmi dobfe klinické projevy obou chorobnych stavil na zakladé vrozené
poruchy v metabolismu médi a biogeneze méd obsahujicich enzymu.

Popis metodickych pfistupl je prehledny a vycerpéavajici. Uz v této ¢asti disertace
mohlo byt podrzeno a zdlraznéno, Ze dosud se DNA pfi divodném podezieni nebo
onemocnéni Menkesovou chorobou z Ceské republiky a Slovenska odesilala k molekularni
diagnostice nejcastégji do Danska, obcas do USA (tato informace je skromné zminéna v textu o
mutacni analyze genu ATP7A na strané 62). Disertant samostatné navrhl 26 primeri pro
amplifikaci kddujicich a hraniCnich (exon/intron) Usekd genu pro ATP7A, amplifikované Useky
se pohybuji mezi 182 — 376 pary bazi a podafilo se mu pfipravit podminky tak, ze véechny
amplifikace Ize pfipravit pomoci reakci s naprosto identickymi podminkami. Pro toho,
kdo se zabyva molekularni diagnostikou je ziejmé, jak velké usili muselo byt vénovano
navrhu oligonukleotid a pfedevSim optimalizaci PCR reakci. Praktickym vysledkem této
Casti diplomové prace disertanta je moznost molekularni diagnostiky Menkesovy chodoby
v laboratofi Kliniky détského a dorostového lékarstvi, 1. LF UK a VFN v Praze. Spadovou
oblasti pro tuto diagnostiku je nyni i Slovensko a potencialné i Ukrajina, Madarsko a Polsko.
Vysledkem analyzy DNA nemocnych s Menkesovou chorobou je nalez dvou novych dosud
nepopsanych mutaci v genu ATP7A (2173 C>T; Q724X, de novo mutace u matky probanda,



vySetrena rodina ve Ctyfech generacich; 3748 G>T, E1249X) a nalez dalSich dvou mutaci, jiz
drive popsanych. Vysledky jsou originalni a publikovatelné.

Podobnym zpusobem, jakym pfistoupil disertant k problematice Menkesovy
choroby, pristoupil i ke studiu Wilsonovy choroby. | zde navrhl origindini set primerl a
optimalizoval podminky pro amplifikace vSech uUsekU pfi pouziti univerzalnich reakénich
podminek. Vysetfeni skupiny 33 nemocnych s divodnym podezienim na Wilsonovu chorobu
vedlo k nalezu mutace u 20 z nich, pfiéemz dvé z nalezenych mutaci jsou mutace dosud
nepopsané. V Casti vénované nalezim u obou chorob se autor nespokojil s pouhym popisem
nalezené mutace, ale na zakladé studia modelu proteinu vyvozuje mozné disledky mutace pro
funkci proteinu.

K praci nemam zésadnich pfipominek. Ojedinélé pfeklepy nesnizuji vysokou uroveri
zpracovani problematiky. Téma je zpracovano prikladné, jasné stanovené cile prace byly
spinény, prace pfinasi nové a prakticky vyuzitelné poznatky, které rozsiruji studovanou oblast
vrozenych defektl metabolismu meédi, vysledky jsou velmi dobfe publikovateiné. Praci
hodnotim jako vybornou a pIné ji doporucuji prijmout jako praci diplomovou.

V Praze dne 18. kvétna 2006 Prof. MUDr. Pavel Martasek, DrSc;



