Abstrakt

FiFo-ATP syntdza (EC 3.6.3.14) je klicovym enzymem v systému mitochondridlni oxidativni
fosforylace (OXPHOS) — vyuziva protonovy gradient vybudovany respiracnim fretézcem k syntéze
priblizné 90 % bunécného ATP. Usporadani podjednotek membranové domény F, tohoto enzymu ale
jeSté neni stdle detailné popsano. Vyzkum ATP syntazy je vsoucasnosti zaméren predevsim
na odhaleni struktury protonového kandlu a, aby bylo mozino presné definovat molekularni
mechanismus generovani rotace ATP syntdzy. Dalsi nevyreSenou otdzkou predstavuje uloha tzv.
nadpocetnych podjednotek F, domény. Tyto proteiny specifické pro eukaryotni ATP syntdzy nejsou
esencialni pro syntazovou aktivitu a predpokldda se, Ze se mohou podilet na sestavovani a stabilizaci
enzymového komplexu. Jednou z téchto podjednotek je jaderné kédovany protein MLQ (nebo také 6,8
kDa proteolipid ¢i MP68), ktery je konzervovan pouze u obratlovcl. Cilem této diplomové prace bylo
zjistit, jakou uUlohu ma tato podjednotka ve strukture, asemblaci a funkci F1Fo,-ATP syntdzy. Pro tyto
ucely byl v rdmci diplomové préace vytvoren bunécny model z linie HEK293 s deficienci proteinu MLQ
metodou CRISPR/Cas9 s parovanymi nikazami (tzv. knock-out MLQ, MLQ KO). T¥i vybrané MLQ KO linie
byly podrobeny elektroforetickym analyzdm struktury enzymu (SDS-PAGE, BN-PAGE a CN-PAGE)i
funkénim méreni respirace a glykolytické kapacity. Sledovan byl také vliv absence proteinu MLQ na
hladinu transkriptd rdznych genl OXPHOS enzym(. V MLQ KO liniich doslo ke snizeni obsahu
podjednotek a, DAPIT a cv F, doméné, zatimco proteiny F; domény nebyly defektem postizeny. Nativni
elektroforézy ukazaly, Ze ATP syntdza neni v MLQ KO kompletné asemblovana a jeji F, je
destabilizovana, podobné jako je tomu u p° bunék postradajicich podjednotky a a A6L kédovanych
mitochondrialni DNA (mtDNA). Nebyl pozorovdn vliv MLQ na oligomerizaci ATP syntazy. Funkéni
méreni odhalila u MLQ KO signifikantni defekt v kapacité mitochondrialni produkce ATP a preferenci
glykolytické drahy pro zisk energie pfed oxidativni fosforylaci. Nepfitomnost proteinu také vedla k
mirnému snizeni maximalni funkéni kapacity cytochrom c oxidazy (komplex IV) a redukci mnozstvi
mtDNA kdédovanych proteinli tohoto enzymu — COX1, COX2 a COX3. gPCR analyza odhalila snizeni
hladiny mRNA mtDNA-kédovanych proteini a, A6L a COX3, zatimco mnoZstvi jaderné kédovanych
transkriptli OXPHOS protein( ovlivnéno nebylo. Vysledky diplomové prace prokazaly dlohu proteinu
MLQ ve stabilizaci F, domény mitochondridlni ATP syntazy i jeho moZny vliv na regulaci exprese

mtDNA-kodovanych gent.
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