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Oponentsky posudek na disertacni praci Mgr. Kateriny Radilové
Structural characterization of influenza A polymerase PA subunit domains in complex with

novel inhibitors

Doktorska prace Mgr. Katefiny Radilové byla vypracovdna pod vedenim RNDr. Milana Koziska, Ph.D.
na Ustavu organické chemie a biochemie, AV CR.

Prace se vénuje strukturné-funkéni analyze heterotrimerniho proteinového komplexu RNA-
dependentni RNA polymerasy (RdRp) viru chfipky (IAV). V prvni ¢asti se zaobird moZnosti inhibice
protein-protein interakci mezi dvéma podjednotkami heterotrimerniho komplexu RdRp, CPA a PB1.
Vzajemna interakce téchto dvou podjednotek je zcela kriticka pro aktivitu RdRp a tedy i pro replikaci
viru. Zablokovani této interakce tudiz pfedstavuje nadéjny cil pro vyvoj novych antivirotik. Prace se
nejprve vénuje charakterizaci a optimalizaci série peptidovych inhibitord, odvozenych z N-konce PB1
podjednotky. Za timto Ucelem bylo vyvinuto nové stanoveni, zaloZzené na technologii Alpha screenu
pomoci které byl proméfen inhibi¢ni potencial pripravenych peptidovych inhibitord. Uginné
peptidové inhibitory byly dale testovany prostfednictvim trfech odliSnych bunéénych stanoveni.
Vzhledem kvelmi Spatnym farmakokinetickym vlastnostem peptidovych inhibitorl byly vybrané
dekapeptidy modifikovany za ucelem zvySeni stability a prostupu pfes membranu, a to nejprve fuzi
k Tat-penetrujicimu peptidu a posléze jejich reverzibilni bicyklizaci. V porovnani s linearnimi peptidy,
vykazovala jejich bicyklicka analoga znacné zlepsSeni ve farmakokinetickych charakteristikach a
schopnosti inhibice v bunécnych stanovenich. Komplexy CPA s nejucinnéjsimi peptidovymi inhibitory
byly krystalizovany a jejich struktury byly vzajemné porovnany.

Kromé C-termindlni domény PA podjednotky chfipkové RdRp se autorka také vénovala
strukturni analyze jeji N-termindlni domény (NPA), ktera vykazuje endonukleasovou aktivitu.
Zavedenim nového stanoveni pomoci Alpha screenu a ndslednou strukturni analyzou, byl odhalen
novy ucinek vybranych flavonoid(, jako moZnych inhibitord chtipkové endonukleasové aktivity.
Nasledné byly také testovany nové derivaty jednoho z ucinnych flavonoid(, luteolinu. Bylo zjisténo,
Ze derivace na C-7 a C-8 luteolinu jsou nejucinnéjsi. Byla urcena struktura komplexu vybranych
inhibitor( s NPA divokého typu i s NPA nesouci rezistentni mutaci I38T.

| kdyz zdanlivé chfipkové epidemie/pandemie ustoupily do pozadi diky neddvné pandemii covid-19,
je hledani moznosti, jak inhibovat néktery z klicovych krok( replikace viru chfipky velmi dilezité.
Stdle se jednd o virus s potencidlem pandemicky se rozsitit a jeho RNA polymerasa predstavuje jeden
z moznych cilli pro vyvoj novych antivirotik. Téma této doktorské prace, zamérujici se na moznou
inhibici sestaveni funkéniho heterotrimeru chtipkové RdRp, ¢i na inhibici jeji endonukleasové aktivity,
je tak vice nez aktudlni a Zadouci.

Co se tykd formalni stranky predloZené prace, musim konstatovat, Ze s takto zajimavé vdzanou a na
kvalitnim papiru vytisténou préci, jsem se jeSté nesetkala. Je vidét, Ze si autorka na finalizaci své
dizertacni prace dala opravdu zalezet. Prace je ¢lenéna do osmi ¢asti, obsahujicich Gvod, cile prace,
vysledky, zavér a diskusi, anglicky a ¢esky souhrn, seznam citovanych praci a dopliikovy material.



Prace puUsobi kompaktnim dojmem, je peclivé zpracovana, psana srozumitelnou anglictinou, s
minimem preklept a chyb.

Informacni obsah teoretického Uvodu je vzhledem k tématu prace vhodny, vioZzené obrazky mu
dodavaji na prehlednosti a obsahuje prfiméreny pocet literarnich odkaz(. Vysledkova cast je feSena
vloZzenim c¢tyf publikaci, na kterych se Mgr. Radilova podilela. Pfed kazdou publikaci je autorcino
kratké shrnuti dané problematiky, véetné jasného vymezeni jejiho prispévku k dané praci. Vzhledem
k tomu, Ze doktorandka je spoluautorkou ¢étyf publikaci, na jedné jako prvni autor, na dvou sdili
prvenstvi a na jedné je uvedena jako druhy autor, pfipada mi toto rfeSeni vhodné. Vysledky obou
védeckych tématik disertace jsou poté samostatné diskutovdny, kde autorka shrnuje ziskané
poznatky a ddva je do kontextu s daty, publikovanymi jinymi védeckymi skupinami. Zavér disertace
poté tvori souhrn v ¢eském a anglickém jazyce, ktery bych ale spiSe ocekavala na jejim zacatku.

Dle mého ndzoru predstavuje prace velmi cenny prispévek k problematice tykajici se novych
moznosti inhibice jednoho z krokd replikacniho cyklu viru chfipky. RNA dependentni RNA polymerasa
je jednim z atraktivnich cild pro hledani novych antivirotik. Pfispévek doktorandky, zaméreny na dva
odlisSné potencidlni inhibicni cile v PA podjednotce, vyznamné obohacuje nase znalosti v oblasti
strukturné-funkénich vlastnosti RdRp, a v charakterizaci jak peptidovych inhibitord interakéniho
rozhrani RB1 a CPA podjednotek, tak flavonoidovych inhibitord endonukleasové aktivity NPA.

K praci mam nékolik dotaz(:
1) Neuvazovali jste béhem optimalizace farmakokinetickych vlastnosti peptidovych inhibitorl o
jejich enkapsulaci do liposom( nebo jinych nanocastic (napt. liposomU modifikovanych Tat-
penetrujicim peptidem), které by napomohly prestupu pres membranu?

2) Vsechny studované virové proteiny nebo jejich ¢asti byly produkovany v E. coli. Nejsou u
RdRp podjednotek popsdny post-translacni modifikace, které by mohly ovliviiovat vytvoreni
RdRp heterotrimeru?

Na zavér bych chtéla vyzdvihnout, Ze se jednd o zdafilou préci, svystupy ve velmi kvalitnich
védeckych Casopisech a pfislibem terapeutického potencialu pfi hledani novych inhibitor( chfipkové
RNA polymerasy. VSechny vytéené cile doktorské prace byly spinény.

PfedloZzenou praci Mgr. Katefiny Radilové jsem prostudovala a konstatuji, Ze spliuje vSechny
pozadavky kladené na Uroven disertacni prace a prokazuje predpoklady autorky k samostatné tvorivé
védecké praci a k udéleni titulu Ph.D. za jménem.

Disertacni praci Mgr. Katefiny Radilové doporucuji k obhajobé.
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