FYZIDLOGICKY USTAV AV CR

Posudek dizertacni prace Mgr. Terezy Rakosnikové ,Study of etiopathology of
mitochondrial disorders”

Predkladana dizertacni prace Mgr. Terezy Rakosnikové predstavuje vysledky
puavodniho zdkladniho vyzkumu na téma odhalovani novych genetickych determinant
mitochondridlnich poruch a jejich etiopatologie, které je dlouholetym vyzkumnym
zajmem skolitelky dr. Tesafové z pracovisté mitochondridlni laboratore KDDL 1. LF UK a
VFN v Praze. Sama studentka se tématu vénuje uz od magisterské Urovné studia,
predkladanou dizertaci navazuje na svoji diplomovou praci, kterou Uspésné obhdjila na
Pfirodovédecké fakulté UK.

Disertace si stanovila tfi hlavni cile — charakterizovat Ulohu ACBD3 proteinu,
jakozto kandidatniho plvodce mitochondridlniho defektu, analyzovat dopad nové
nalezenych mutaci vmtDNA na mitochondridlni energeticky metabolismus a
prozkoumat sekundarni zmény ve funkci mitochondrii u dédi¢nych poruch N-
glykosylace. Prace je usporadana v klasické dlouhé formé sprimérené dlouhym
teoretickym Uvodem shrnujicim soucasné poznatky o mitochondridlnim OXPHOS
aparatu a mitochondrialnich onemocnénich, s ohledem na cile prace je hodné prostoru
vénovano respiracnim superkomplexim a mechanismim transportu lipidd mezi
organelami. Vysledky a diskuse jsou ¢lenény podle jednotlivych cilli prace. Jako ptiloha
jsou soucasti prace dva publikované ¢lanky vimpaktovanych cCasopisech, kde je Mgr.
Rakosnikova prvni autorkou (International Journal of Molecular Sciences a BMC
Pediatrics) a dva manuskripty pfipravované k odeslani (prvni, resp. druha autorka).
Ocenuji, Ze vysledkova a diskusni ¢ast prace je zalozena na originalnich textech,
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odlisnych od text(i v publikovanych pracich a psanych s dirazem na cile dizertacni prace
a vlastni experimentalni ¢innost autorky. Metodické rozpéti prace je velmi Siroké — od
molekuladrni biologie pti tvorbé KO bunécnych modeld pomoci CRISPR-Cas, pres
proteinové analyzy pomoci nativnich a denaturujicich elektroforéz, az po funkcni
metody jako jsou méreni enzymovych aktivit a respirometrie.

Po formalni strance je prace na vysoké uUrovni, upozornil bych jen na obcasné
gramatické nedostatky, napf. pfi pouzivani tvar( sloves , bind“ a ,find“.

Téma prace je vysoce aktualni a vérné odrazi soucasny stav vyzkumu
mitochondridlnich chorob, ktery v poslednich 10 letech prodélal ohromny skok
v souvislosti s vyuzitim NGS pro odhalovani jejich genetickych pFicin. Kandidatni mutace
jsou ¢im dal ¢astéji nalézany v genech bez zjevné souvislosti s fungovanim mitochondrii
a prukaz jejich patogenity je tak znacné komplikovany. Tak je tomu i v pripadé ACBD3
proteinu, kde i pres dlouholeté intenzivni Usili autorky neni jasné prokazano, ze jsou jeho
mutace pfi¢inou mitochondridlniho onemocnéni. Prace nicméné pfinesla cenné
poznatky o fungovani tohoto proteinu v Golgi aparatu, které byly publikovany v ¢asopise
s vysokym IF. Naopak u rozsahlé studie charakterizujici dopad mutaci v mtDNA genech
kddujicich podjednotky komplexu | byla jejich patogenita nesporné doloZena, véetné
poprvé popsanych mutaci v ND1 a ND5. Ocenuji i vyuziti strukturniho modelovani
zaménové mutace Tyr277His v ND1 a formulaci zajimavé hypotézy, Ze vede ke stabilizaci
neaktivni formy enzymu. Studie dopadu poruchy glykosylace na podkladé PMM2
defektu prokazala sekundarni zmény v OXPHOS aparatu a mitochondridlnim
metabolismu, zpuUsobenych stresovymi signdlnimi drahami asociovanymi s UPR.
Znamend to, Ze prfi hledani etiopatogennich mechanisml dédi¢nych poruch
metabolismu je zahodno brat v Gvahu a analyzovat fungovani mitochondrii i v pfipadé,
kdy jejich postiZzeni neni primarni genetickou pficinou.

Kvalita dosazenych jiz publikovanych vysledkd byla prokdzana uz recenznim fizenim,
mam nicméné nékolik obecnych dotazl a pfipominku k nepublikovanym vysledkim:

1. Vteoretickém uvodu zmifujete moznou ulohou ACBD proteinu pfi transportu
cholesterolu do mitochondrii ve steroidogennich tkanich v souvislosti se
syntézou steroidnich hormona. Mohla byste pro ilustraci uvést, u jakych steroidu
probiha syntéza nebo jeji ¢ast v mitochondriich? Daly by se vyuzit bunécéné linie
z takovych tkani pro prikaz patogenity nalezenych ACBD3 mutaci?



2. Troufala byste si uvést, jestli jsou nékteré zmény v mnoistvi nebo funkci
komplexu I, at uz na vzorcich ze svalovych biopsii nebo z fibroblast(, korelovany
s klinickym projevem mutaci v mt-ND genech? Jinymi slovy, jestli Ize Cisté na
zakladé biochemickych dat urcit, jestli se bude mutace projevovat jako LHON
nebo spis jako multisystémova mitochondridlni porucha napf. MELAS?

3. V publikacich v ramci dizertacni praci je vyuzivana metoda MEGS. Jak hodnotite
jeji vhodnost pro stanoveni defektl komplexu I, napf. v porovnani s klasickymi
mérenimi enzymovych aktivit pomoci spektrofotometrie, i tfeba s ohledem na
pracnost metody a mnozstvi vzorku pro analyzu.

4. U glykosylacéniho defektu zplsobeného PMM?2 defektem nesporné dochazi ke
zménam v OXPHOS aparatu, nicméné nejsem na zakladé prezentovanych dat
uplné presvédcen, Zze dochazi krelativnimu zvySeni mnozstvi respiracnich
superkomplexd. Bylo by mozZné obrazky zBN-PAGE doplnit kvantifikaci a
statistickym testem? Nejjednoduseji napfiklad porovnat relativni obsah COX
v monomeru vUci superkomplexu, nebo mnozstvi komplexu Ill v dimeru versus
v superkomplexech.

Zavérem lze konstatovat, Ze predkladana prace obsahuje unikatni védecké poznatky, na
jejichz ziskani méla Mgr. Rakosnikova klicovy podil. Proto dle mého nazoru disertacni
prace prokazuje predpoklady autorky k samostatné védecké praci a k udéleni titulu
,Ph.D.” za jménem.

V Praze 11. 1. 2022 Megr. Petr Pecina, PhD.
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