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Oponentsky posudek na PhD praci Mgr. Hany Niskove s nazvem Strukturni a
funk¢ni interakce mitochondrialniho system fosforylace ADP

Na za¢atek svého posudku bych rada konstatovala, ze mi bylo potéSenim piecist si a oponovat tuto PhD
praci. Uvod je napsany piehledné a stru¢n¢, zbytené nezab&hava do detaill, ale zaroven pfedstavuje
tématiku dostateénym zpiisobem. Oceiiuji taky citovani praci, které vy3ly nedavno a svéd¢i o dobré orientaci
autorky v oboru. Cile jsou napsané jasn¢ a vystizn€, a byly spInény béhem studia Hanky Niskové. Vysledky
jsou organizovany do Sesti kapitolek, kazda predstavujici jeden opublikovany ¢lanek. Jeden clanek je
prvoautorsky a pfi daldich péti Hanka sehrala dilezitou roli a pfispéla minimalné jednim obrazkem.
Kontribuce autorky k danym publikacim jsou jasné definovany v préci. Dalsi publikace Hanky jsou jen
vyteny a je zfejmé, Ze v ramci tymu laboratofe jsou zkudenosti a znalosti Hanky uznavany a plné
zuzitkovany.

Jelikoz prace obsahuje pouze opublikované vysledky a &lanky jiz prosly oponentskym fizenim, prace
oponenta je silné ztizena. Prace by byla asi trochu vice Ctivéjsi, pokud by obsahovala také nepublikované
vysledky, které by byly komentovany pouze studentkou. Nicméné toto nikterak nesnizuje kvalitu prace, kterd
je na velmi vysoké trovni. Prace obsahuje pfiméfenou metodiku, ktera je kazdodenné pouzivana v laboratofi.
Z prace nevyplyva, zda Hanka se nékdy ucastnila optimalizace nékter¢ metodiky, v tomto piipadé by byla
vhodna dana &ést nepublikovanych vysledkii. Publikadni aktivita studentky a laboratofe jasn¢ vypovida o
tom, 7e vysledky jsou vzdy na vysoké Grovni a posunuji obor zabyvajici se fyziologii sav¢i mitochondrie
kupfedu. Po formalni strance se prace zd4 byt na vysoké arovni.

Své otazky budu sméfovat ke kazdé publikaci zvIast’ a par otazek bude sméfovat k uspokojeni mé celkové
zvédavosti.

Otazky:
Vysledek ¢. 1

Tato prace se zabyva piitomnosti ATP syntasomu v ur€itych tkanich laboratorniho potkana, ale také ve
tkanovych kulturach fibroblast ze tii zdravych jedinci a sedmi pacienti s ruznymi defekty ve funkci ATP
syntazy. Zajimavym vysledkem je zvysena exprese ANT a PiC u fibroblastii nesouci mutaci v TMEM70 a
podjednotce ATPSE, kdeZto exprese neni nijak vyrazné ovlivnéna u mutace v ATP6 genu (Figure 2B).
Mohla by autorka prace okomentovat, pro¢ k této zméné dochazi, jaky to ma vliv na funkci mitochondrie a
zda se jedna o néjakou adaptaci buiiky k tomu, aby zmirnila negativni efekt mutaci v TMEM70 a ATP5E
genli 7
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U Figure 4A mi trochu chybi negativni kontrola pomoci protilatek, které rozeznavaji jiné proteiny vnitini
membrany mitochondrie, jenz by nemély interakovat s komplexem ATP syntizy. Navrhla by autorka par
téchto proteind, které by stalo za to otestovat a pouZit je jako negativni kontrolu?

Zavérem této prace je, ze ATP synthasome nejspise existuje, ale vétsina ANT, PiC a ATP syntazy existuji
jako samostatné jednotky. Pfitomnost ATP synthasomu je pomérné kontroverzni a jsou uréité nazory, ze
detekovatelné interakce jsou pouze artefaktem experimentii a pouziti detergentd.

Mohla by autorka prace rozvést néjakou metodiku, ktera by pomohla tuto kontroverzi vyfesit? Existuje
moznost znaceni a detekce proteinovych interakei in vivo? Mélo by pouziti cross-linku &i APEX tagu né&jaky
vyznam? Jak by se mohl vyuzit rozvoj cryo-3D metodiky k detekci ATP syntasomu?

Vysledek ¢. 11

Tato prace pojednava o pritomnost vysoko-molekularniho komplexu I (cllymw) a jeho interakce s dal$imi
komplexy OXPHOS. Pomoci immunoprecipitace je poukdzano na moznou interakci s komplexem V,
nicméné jelikoz velikost cllumw neni zménéna v buiikach s defektem cV, tézko Fict, jestli signal v CNE
obsahujici cllumw také obsahuje cV. Komplexy clliumw jsou detekovatelné pouze v CNE ukazujici na velmi
delikatni interakce v ramci tohoto spojeni.

Velice zajimavym zjisténim je, ze komplexy cllumw nejsou zachovany v buiikach, které nemaji mt DNA,
nicméné je detekovan monomer cll a dal$i subkomplexy. V ramei diskuze je tento efekt vysvétlovan pomoci
snizen¢ho proteinového importu a absenci dalsich OXPHOS komplexti. Neni mi zfejmé toto propojeni,
JelikoZ jednotlivé podjednotky jsou pravdépodobné importovany bez velkych problemii, jelikoz monomer je
detekovan. Méla by autorka jiné hypotézy, pro¢ k tomuto jevu dochazi? Mysli si, Ze pokud by zméfila
aktivitu cll, byla by sniZena ve srovnani s buiikou obsahujici mtDNA ?

Také mi neni uplné ziejmé, jak se cll a ¢V spolutéasti vytvofeni mitoKarp poru. Mohla by autorka nastinit,
jak tento por funguje a jakou roli by hraly tyto dva komplexy v ramci tohoto uskupeni?

Vysledek ¢. 11T

Tato préce piedstavuje pravdépodobné nejdilezitéjsi kontribuci Hanky Niiskové, jelikoz tento &lanek byl
piijat do velmi prestizniho Casopisu a je také dobre citovan. Clanek byl publikovan jiz v roce 2010, tudiz
pravdépodobné na zac¢atku Han¢iného PhD. U této prace budu mit otazky spiSe obecného charakteru.

Jako velmi zajimavé zjisténi povazuji fakt, ze mutovana podjednotka epsilon je schopna se inkorporovat do
komplexu, predstavujici ~ 30% plivodniho mnoZzstvi a tento komplex je funkéni. Jak je toto mozné? Existuji
ur¢ité dalsi adaptace v ramci tohoto komplexu, které toto umoziiuji? Stalo by za to, vytvofit kvasinkovou
linii obsahujici ekvivalentni mutaci, aby se dal komplexu obsahujici mutovanou podjednotku epsilon
vypurifikovat a déle studovat? Je celkova hodnota membranového potencialu zvysena v buiikach pacienta a
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pokud ano, podili se na fenotypu také zvySena hladina ROS? Ma akumulace podjednotky ¢ negativni vliv na
buriku? Mysli se autorka, ze akumulace pojednotky ¢ je specificky pouze pro tuto podjednotku, anebo tento
jev by byl pozorovan i u dal$ich membranovych podjednotek komplexu. Lisi se od sebe degradaéni drahy
matrixovych a membranovych mitochondridlnich proteini? JelikoZ tato prace vysla jiz pied péti lety, byly
opublikované dalsi studie zabyvajici se stejnou problematikou a lépe objasiiujici roli podjednotky epsilon v
komplexu ATP syntazy?

Vysledek ¢. IV

Tato publikace také vysla v roce 2010 a pravdépodobné na ni bylo pracovano ve stejnou dobu jako na
publikaci predchozi. RNAi podjednotky epsilon u HEK293 bunék potvrzuji vysledky ziskané z fibroblasti
pacienta s mutaci v této podjednotce. Metodika a zavéry jsou velmi podobné jako ve vysledku &. I11. Jak si
autorka vysvétluje, ze nebyl pozorovan zadny ristovy fenotyp a to i bunék, kde doslo ke sniZeni exprese
mRNA podjednotky epsilon o 84% (shEa) a ¢V neni detekovatelny v téchto buiikach (Fig. 1B)? Fig. 2B také
ukazuje na vice vyraznou redukci ¢V u linie shEb nez u linie shEc, nicméné mRNA byla sniZena vyraznéji u
linie shEc (o 71%). Jak je toto mozné?

Vysledek & V

Tato prace pojednava o velmi zajimavé mutaci mtDNA, ktera ovliviiuje expresi dvou mt genii a to ATP6 a
cox3.

V abstraktu je zminéné Ze, cituji: lack of cox3 limits the biosynthesis of COX but does not alter the structure
of the enzyme. Abych pravdu fekla, této vété nerozumim, jak to, Ze neni zménéna struktura komplexu pfi
absenci cox3 podjednotky, kdyz tento komplex neni detekovan v BNE (Fig. 4C) ? Jak velka je podjednotka a
v savCich bufikach? Odpovida redukce velikosti ATP syntazy o 60kDa absenci pouze této podjednotky,
anebo i dalsich? Co se déje v téchto bunkach s podjednotkou ATP8? Je jeji exprese ovlivnéna?

Vysledek ¢. VI

Posledni prace pojednava o Gsili zmapovat osud OXPHOS komplext ve fibroblastech 10 pacienti nesouci
mutaci v TMEM?70 genu. Bylo pozorovana upregulace OXPHOS komplexa cl — ¢IV na drovni proteint a
komplexi, nikoliv na Grovni mRNA. Z metodiky neni jasné, zda mRNA expresni profily byly délany u viech
deseti pacientil, anebo selektivné jen u par. ZvySeni abundance OXPHOS komplexti neni uplné idealni
strategie buiiky, kterd pri nefunk¢nosti ¢V se musi vypofadat se zvySenym membranovym potenciadlem a
zvySenou hladinou ROS a celkové zvySenim OXPHOS tuto situaci pravdépodobné jen zhorSuje. Méla by
autorka néjakou hypotézu, pro¢ buiky timto zpisobem reaguji? Jedna se o adaptaci, jak se vypofadat s
danou mutaci, anebo jde spiSe o negativni efekt mutace, ktery pfispiva k negativnim fenotypickym
projeviim?
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Obecné otazky

Mj pocit po precteni této prace je, Ze mutace geni proteinii zodpovédnych za sbalovani a strukturu ATP
syntazy jsou extrémné vzacné. Jak funguje celosvétové detekce téchto mutaci u pacienti a nasledny vyzkum
pacientovych bunék? Funguje dobfe premosténi mezi klinikou a védeckou laboratoii? Jsou fibroblasty
pacienti volné k dispozici, anebo jejich ziskani je vysledkem slozité komunikace? Jak dlouho mohou byt
fibroblasty kultivovany v laboratofi? Maji ur¢ity maximalni podet déleni? Jaké je maximum bunék, které
Jsou védci schopni ziskat na biochemickou analyzu? Je dostate¢né mnozstvi materialu limitujici pro dané
studie?

Na zavér svého oponentského posudku bych rada konstatovala, Ze prace odpovida pozadavkim, které
jsou kladené na doktorské price, price prokazuje predpoklady autora k samostatné tvorivé védecké
prace a tim pidem k udéleni titulu Ph.D. za jménem. Praci Mgr. Hany Niskové doporuduji k
obhajobé.

Alena Zikova

V Ceskych Bud&jovicich, 8.1.2016



