Praha, 24.11. 2023

Oponentsky posudek na disertaéni praci Mgr. Anny Simonové: Methylace virovych
RNA.

Disertacni prace magistry Anny Simonové, vypracovana na Ustavu organické chemie a
biochemie AVCR pod vedenim ing. Hany Macitkové Cahové, sestava z 108 stran textu,
seznamu literatury, a priloh. PfiloZzeny jsou dvé publikace (Scientific Reports 2019,
ChemBioChem 2022), v obou je Anna Simonova prvni autorkou. Prace se zabyva
modifikacemi RNA, zejména modifikaci m!A (1-methyladenosin). Jako model pouziva
virovou RNA z retroviru a nékolika zastupcl pikornavir(. Tento pfistup umoznuje
pfiméjsi analyzu ve srovnani s mnoha komplexnimi typy RNA pfitomnymi v burice.
Metodicky pfistup je pomoci LC-MS a specializovanych sekvenacnich technik. Pfekvapivé
neni detekovano vyznamné mnozstvi modifikaci ve virové genomové RNA, ale

v pfibalenych bunéénych tRNA. U retroviru HIV-1 toto umozZnilo novy odhad poctu tRNA
molekul ve virové partikuli. U pikornavirl je prioritni ndlez samotné pritomnosti tRNA

v partikulich.

Hlavni text i pfilozené publikace jsou napsany velmi kvalitné a podrobné. Text obsahuje
vicero gramatickych chyb a preklepi a pomohlo by mu jesté jedno zavérecné precteni.
Mdam nékolik vesmés minoritnich pfipominek, které neni tfeba zodpovidat béhem
obhajoby:
- Vliterdrnim Uvodu prace jsou dvé kapitoly vénujici se RNA modifikacim a jejich
vyskytu u vir(. Zde mi chybi nejnovéjsi prace, zvlasté v tak dynamickém oboru
jako virova epitranskriptomika. Nejnovéjsi citovana prace je zde z roku 2020.
Zejména chybi nové prace tykajici se vlivu m*A na virovou replikaci (nap¥. PMID:
34642752), vlivu TMRT methyltransferaz na inkorporaci m*A atd.
- Obr. 14 — zde by byl potfebny lepsi popis metody v legendé
- Obr. 15 - misto prezentace nezpracovanych amplifikacnich kfivek QPCR by bylo
lepsi zpracovat absolutni kvantifikaci virové DNA pomoci standardd.

Pfimé dotazy k autorce mam nasleduijici:

1. 5% limit detekce m'A methylace pomoci sekvenéni analyzy. Jednim z kli¢ovych
vysledkd prace je absence m*A methylace v retrovirové RNA a pfepocet
methylaci pro zbyvajici tRNA pribalené ve virionech. Zde prace uvadi limit
detekce sekvenacni metodou pro méné nez 5% modifikaci v dané pozici RNA. Jak
byl tento limit stanoven a je mozné navrhnout modifikace analyzy umoziujici
sensitivnéjsi detekci (napfr. zvétseni sekvenacniho pokryti)? Je mozné, ze je ve
virové RNA methylovano mnoho mist, pouze neptesahuji limit 5%? Pfi velké
délce virové RNA oproti tRNA by to mohlo vyznamné zménit vysledky analyzy.



Nékteré bunécné modifikace jsou pfitomné jen u malého procenta cilovych
molekul a pfitom maji biologicky dopad (napftiklad ISG15 modifikace proteina).

2. Metoda Oxford Nanopore sekvenace. Tato metoda umoznuje pfimou detekci
nékterych DNA a RNA modifikaci béhem c¢teni, bez amplifikace templatu. Metoda
je v uvodu prace také zmifnovdna. Vyvoj novych aplikaci je u této metody
sekvenace velmi rychly. Doslo v posledni dobé k néjakym zlepSenim
vyhodnocovacich algortim( nanopore Cteni, které by umoznily pouziti k detekci
m*A ve virové RNA?

3. Heterogenita virovych partikuli. Existuje plynuly pfechod mezi klasickymi
virovymi partikulemi, defektnimi partikulemi, a extracelularnimi vacky
(pfehledné popsano napf. v PMID: 27432966). V praci je zmiflovano, Ze rozdilné
podily pfibalené tRNA mohou byt zplsobeny jinou pfipravou vir(l a jinymi
produkénimi burikami. Jsou metody zde pouzité (oddéleni virovych ¢astic na
hustotnim gradientu) dostatecné na oddéleni virovych ¢astic od rdznych typl
exosomU a extracelularnich vacki? Dale, zde pouzité metody detekuji tRNA
obsah v celém vzorku, tedy v ,,primérné“ virové partikuli. Slo by navrhnout
metodu kterd by obsah detekovala v jednotlivych partikulich a uréovala by
stupen jejich heterogenity?

4. Obr. 14B - kvalita ziskané RNA analyzovana na HS RNA ScreenTape. Zde mi
neni jasnd interpretace obrazku, jaké délky RNA obsazené v HIV-1 partikulich
maji byt viditelné. V srovnatelném obr. 25 ukazujicim pikornavirovou RNA je
viditelna cca 8-kilobdzova genomova RNA. Na obr. 14B jsou vidét pouze malé
molekuly odpovidajici asi tRNA.

Zavér:

Rozsah i formalni stranku hodnotim i pfes vySe zminéné pfipominky jako postacujici.
Dosazené védecké poznatky jsou vyznamné a publikované v dobrych mezinarodnich
¢asopisech. Mohu potvrdit 7e predlozena prace prokazuje zpGsobilost Anny Simonové k
pozadavkim kladenym na vypracovani doktorské disertacni prace. Proto doporucuji aby
prace byla pfijata jako zaklad pro fizeni o udéleni védecké hodnosti PhD.
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