VYSOKA SKOLA
CHEMICKO-TECHNOLOGICKA
V PRAZE

Posudek na disertacni praci Ing. Barbory Benoni: "Studies of NAD-RNA and its function in HIV-1
infection".

Disertacni prace Barbory Benoni se zaméfuje na vliv infekce HIV-1 na hladinu NAD v hostitelskych
burikdch, pficemz hlavnim cilem bylo prozkoumat vztah mezi virovou infekci HIV-1 a NAD-RNA
Cepickou. K dosazeni tohoto cile autorka stanovila 11 diléich cilG, které zahrnovaly celou fadu
metodicky velmi naro¢nych a vysoce pokrocilych technik molekuldrni biologie, véetné produkce HIV-1
viriontl pro izolaci RNA, vytvoreni experimentdlnich bunéénych linii jak se snizenou, tak zvysenou
produkci enzymu DXO, a aplikace metody NAD CaptureSeq k detekci NAD-RNA v kontrolnich burikach
a burnkach infikovanych HIV-1. Dale autorka Uspésné kvantifikovala intracelularni NAD, analyzovala
obsah RNA v ¢asticich HIV-1 pomoci LC-MS a zkoumala stabilitu komplexu mezi HIV-1 RNA a U1 snRNA
s NAD a TMG cepickou. Tyto experimenty pfinesly nové poznatky o interakcich mezi virovou RNA a
hostitelskou snRNA. Studie rovnéz odhalila vyznam NAD cepicky v prubéhu HIV-1 infekce, kdy cepicka
ovliviiuje stabilitu komplexu mezi HIV-1 gRNA a NAD-U1 snRNA, coz vede ke snizeni infektivity HIV-1.

Prace je psana v angli¢tiné a ma standardni strukturu. Uvodni ¢ast disertacni prace je velmi dobre
zpracovana a prehledné usporadana. Autorka v ni podrobné popisuje rizné typy bunécnych RNA, jejich
charakteristiky, funkce a posttranskripcni modifikace, coZ poskytuje pevny zaklad pro pochopeni
naslednych experimentalnich ¢asti. Oceruji rovnéZ podrobny popis retrovirového cyklu, zejména v
souvislosti s HIV-1, véetné detailniho vysvétleni mechanismi vedoucich ke snizeni hladiny NAD béhem
infekce. Tato ¢ast je dobre podloZena literaturou a doplnéna kvalitnimi ilustracemi. Nicméné v Gvodu
postradam zminku o tom, Ze sniZeni hladiny NAD neni specifické pouze pro HIV-1, ale je éastym jevem
pfi riznych virovych infekcich. Napfiklad infekce zplsobené viry jako SARS-CoV-2, Zika, chfipka, herpes
simplex virus (HSV) a Coxsackievirus B3 (CVB3) jsou rovnéZ spojeny s depleci NAD v infikovanych
burikach. Tento Sirsi kontext by prispél k lepsimu porozuméni vyznamu NAD v ramci antivirové obrany
a mohl by obohatit Uvodni ¢ast prace.

Kapitola Results obsahuje vyznamné experimentalni vysledky, které ukazuji vliv HIV-1 infekce na
hladiny NAD-RNA a popisuji zmény v modifikacich RNA. Autorka pouzila pokrocilé metody, jako jsou
LC-MS a NAD CaptureSeq, k identifikaci a kvantifikaci NAD-RNA v infikovanych burikach. | kdyZ jsou
prezentované vysledky védecky zajimavé, v nékterych Castech postradaji podptirna experimentalni
data. Napriklad, je ponékud nepresné jednoznacné tvrdit, Zze hladina DXO neni ovlivnéna HIV-1 infekci
pouze “okometrickym” vyhodnocenim imunoblotu (obr. 43). Na obr. 44, ktery dokumentuje
knockdown DXO, chybi analyza endogenni hladiny DXO v kontrolnich burikach. Navic, vzhledem k
dualezZitosti tohoto experimentu, by sniZeni exprese DXO mélo byt potvrzeno také pomoci gPCR, nejen
imunochemickou analyzou. Dale se domnivdm, Ze grafy na obrazcich 50, 51 a 52 by bylo vhodné doplnit
imunochemickou analyzou potvrzujici pfitomnost/absenci DXO a virovych proteind.

Diskuze v disertacni praci Barbory Benoni je dobre strukturovana a nabizi interpretaci
experimentalnich vysledk( v kontextu soucasné literatury. Autorka se zabyva mechanismy, jakymi HIV-
1 infekce ovliviiuje NAD capping u snRNA a snoRNA, a navrhuje relevantni hypotézy, které jsou
podlozeny experimentalnimi daty. Nicméné bych uvitala vénovat vice prostoru diskusi o vlivu dalSich
virovych infekci na snizeni hladin NAD, cozZ v praci chybi. Zaméreni na HIV-1 a jeho vliv na NAD capping
je bezpochyby duleZité, nebot je to néapln disertace, ale je dobfe zdokumentovano, Ze i jiné viry,
napriklad SARS-CoV-2, mohou vést k vyznamné depleci NAD v hostitelskych burikdch prostfednictvim
aktivace enzym jako PARP, které spotiebovavaji NAD pfi antivirové obrané. Tento fakt naznacuje, ze
pozorované zmény v NAD cappingu nemusi byt specifické pouze pro HIV-1, ale mohou byt soucasti
obecnéjsiho antivirového
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mechanismu. Absence této 3irsi souvislost v diskuzi ochuzuje kontext vysledki, které by mohly byt lépe
interpretovany v ramci SirSiho spektra virovych infekci.

K praci mam nasledujici dotazy:

1. Ve své disertacni praci uvadite, Ze U1 snRNA, spolu s dal$imi snRNA a snoRNA, ztraci NAD
Cepicku v burikdch infikovanych HIV-1. To naznacuje, Ze v neinfikovanych bufkach musi byt
urcita ¢ast U1 snRNA modifikovana NAD Cepickou, protoze k této ztraté dochazi az po infekci.
¢ Cojeznamo o hladiné NAD cappingu U1 snRNA v neinfikovanych burikach? Jakou roli hraje

tento capping v bunécnych procesech?

* Jeznamo, jaky je turnover U1 snRNA v buiice? Mohl by podle Vas nedostatek NAD éepicek
na Ul snRNA, ktery jste pozorovala po 40 hodinové HIV-1 infekci MT-4 bunék, byt spise
vedlejsim efektem sniZené hladiny NAD v infikovanych burikach, nez pfimym specifickym
disledkem virové infekce?

* ZVasich dat (Fig. 49 a Fig. 57) vyplyva, Ze decapping NAD U1snRNA neni zfejmé katalyzovan
enzymem DXO. Vzhledem k tomu, Ze HIV-1 je dikladné prozkoumdn, neni zndm jiny
bunécny decapping enzym, jehoZ exprese by mohla byt regulovdna nékterym virovym
proteinem (napf. Tat)?

2. Vzhledem k tomu, Ze je znamo, Ze i jiné virové infekce, napfiklad SARS-CoV-2, vyrazné snizuji
hladiny NAD v hostitelskych burikach, je podle Vas moiné, Ze pozorované snizeni NAD
cappingu snRNA a snoRNA béhem HIV-1 infekce by mohlo byt soudasti Sirsi antivirové
odpovédi neZ specifického procesu spojeného pouze s HIV-1?

Celkové hodnotim tuto praci pozitivné a véfim, Ze pfinadsi cenné poznatky, které prispéji k dalsimu
rozvoji vyzkumu v oblasti RNA modifikaci a virové patogeneze.

Zavérem lze Fici, Ze Disertacni prace Barbory Benoni prokazuje predpoklady autorky k samostatné
tvorivé védeckeé praci a k udéleni titulu ,,Ph.D.” za jménem.

Prof. Dr. Ing. Michaela Rumlova
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