Posudek §kolitele k obhajob& doktorské disertaéni prace Mgr. Nikoly Kovifové.

Mgr. Nikola Kovérové absolvovala postgradualni studium v oboru Biochemie a patobiochemie
ve Fyziologickém Gstavu Akademie véd Ceské republiky v Oddéleni bioenergetiky, od r. 2008 do r.
2016. Program jejiho doktorandského studia se uskute¢nil vramci dlouhodobé spoluprice mezi
Oddé¢lenim bioenergetiky FGU AV CR, Klinikou détského a dorostového lékaistvi a Ustavem
dédiénych poruch metabolismu 1. LF UK a VFN a byl zaméfen na problematiku dédi¢nych poruch
mitochondridlniho energetického metabolismu s cilem ziskat nové poznatky o regulaci a poruchéach
tvorby cytochrom ¢ oxidazy (COX), terminalniho enzymového kompolexu dychaciho fetézce.
Multipodjednotkovy komplex COX je slozit& regulovan fadou faktord a metabolitii a izolované defekty
COX vedou k tézkym encefalo-kardiomyopatiim a jsou zplisobené zejména mutacemi v jadernych
genech kodujicich specifické asemblaéni faktory nebo v mitochondridlnich genech (mtDNA) pro
katalytické podjednotky enzymu.

Mgr. Kovéfova sc specificky vénovala charakterizaci zmén v biogenezi COX vyvolanych
absenci regulaéniho faktoru SURF 1, ktera je nej¢astgjsi pfi¢inou dédiéného defektu COX s manifestaci
fatalniho Leigh syndromu. Zaméfila se na de-novo syntézu enzymu, jeho zabudovani do
superkomplexti dychaciho fetézce, respirasomu a stabilitu a odbouravani nekompletnich forem COX
v mitochondriich. Regulaéni (lohu SURF1 faktoru analyzovala jak u pacienti s mutacemi SURF/ genu,
tak pomoci mysiho modelu SURFI knockoutu. Program postgraduélniho studia déle zahrnoval studium
dédigného defektu COX na podkladé mtDNA mutace ATP6/COX3 genu a studium mozného
zabudovani flavoproteinovych dehydrogenaz dychaciho fetézce do sav&ich respiraCnich
superkomplexu.

Bshem postgradualniho studia si Mgr. Kovéafova osvojila Siroké spektrum modernich
biochemickych a molekularné-biologickych metod od bunéénych kultivaci, izolaci mitochondrialnich
organel, oxygrafickych a fotometrickych analyz respira¢nich enzymu, pfes implementaci
transmitochondridlnich cybridti a my3iho modelu ablace SURF1 faktoru az po komplexni proteinové
analyzy pomoci imunodetekénich a MS metod, imunoprecipitacii a zejména nativnich a
vicerozmérnych elektroforéz, umoziujicich detailné studovat tvorbu a interakce membranovych
proteind.

Experimentalni program Mgr. Kovafové pfinesl fadu vyznamnych vysledkd, které prispély
k objasn&ni molekulamiho mechanismu poruchy tvorby COX u dysfunkce SURFI faktoru a jeho
odli¢nosti na tkafové a mezidruhové trovni, od vzniku ranych asemblaénich intermediatl aZ po tvorbu
superkomplexii a nasledné kompenza¢né-adaptatni zmény Vv respiralnim fetézci na podklade
posttranskripénich mechanismi. Préce disertantky analyzujici mtDNA mikrodeleci v ATP6/COX3 genu
pomoci cybridi objasnila patogenni mechanismus onemocnéni, kdy manifestace defektu COX nastava
az pfi vice nez 90% podilu mutované mtDNA. Pomoci nativnich elektroforéz a solubilisace
mitochondrialnich membrén digitoninem byly odhaleny vysokomolekuldrni a enzymaticky aktivni
formy dvou flavoproteinovych dehydrogenaz, SDH a GPDH. U SDH byla prokazana asociace do Karp
kanalu, ale ani jedna z dehydrogenaz neukézala piimou strukturni interakci s COX, nebo komplexy [ a
111 dychaciho fetézce.

Mgr. Kovafova je metodicky vysp&lym, teoreticky vzdélanym a velmi preciznim védeckym
pracovnikem s aktivnim pFistupem ke studované problematice. Svoji praci vyznamné pfispéla
k Gspédnému feseni nékolika grantovych projekti (IGA MZd CR, MSMT CR, GACR a UK) fedenych
ve Fyziologickém ﬁstavu_AV(',‘R, na 1. Lékafské fakult® UK a ve spolupréci se skupinou Prof. M.
Zevianiho v Istituto Carlo Besta vMilane a MRC vCambridgi. Kvalitu vysledki jejiho
doktorandského studia nejlépe dokumentuje celkem 5 publikaci v renomovanych zahraniénich
gasopisech (1x Biochemical Journal, 2x Biochimica Biophysica Acta - Molecular basis of disease, 1x
Biochimica Biophysica Acta — Bioenergetics, 1x Plo
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