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Posudek na disertacni praci:”’Studium funkce NAD-RNA v HIV infekci”
PhD kandidatka: Ing. Barbora Benoni

Prace se zabyva aktualni tématikou vlivu RNA modifikaci na HIV infekci lidskych T lymfocyti a
RNA procesovani. PhD kandidatka se konkrétné vénovala chemické modifikaci 5’konce RNA NAD.
Za pomoci “state-of-the-art” metodologii poznala, Ze virové RNA nejsou opatfené NAD cepickami.
Naopak, identifikovala velké spektrum lidskych nekddujicich RNA s NAD cepickou. Samotny tento
vysledek je velmi zajimavy a zaslouzi si dalsi stadium. V dalsi ¢asti otestovala vliv lidského protein
DXO, ktery je schopen tyto 5’modifikace odstraiiovat. Dospéla k velmi zajimavych vysledkt
ukazujicim, Ze snizeni hladiny NAD cepicek, zfejmé zejména na Ul snRNA pomoci overexprese
DXO vede k vyssi infektivité¢ HIV-1. Jinymi slovy, tato modifikace mi protektivni antivirovy
potencial. PhD kandidatka tak splnila zadani tématu prace. Celkové se jedna o velmi atraktivni a
kompetitivni PhD praci. Bohuzel jeji kvalita je sniZena finalnim pisemnym zpracovanim do podoby
disertace.

Celkov¢ prace obsahuje vSechny pozadované casti. Ve zpracovani prace ale postradam vlastni pfinos a
kreativni mysleni v praci s daty a informacemi. Uvod pfili§ §iroce rozkroGeny a ptisobi spise jako
encyklopedicky seznam typti RNA a znamych modifikaci, drah, a tvodu do biologie HIV viru.
Celkov¢ autorka prebira vyjadieni z publikaci bez kritického pohledu a jakékoliv snahy o védeckou
debatu. Vzhledem k omezenému prostoru pro zpracovani je pak zakonité popis velmi zkratkovity a
neuplny, coz vede k chybnym informacim. V tomto akademickém stadiu bych spiSe ocekavala lépe
popsané propojeni se samostatnym tématem disertacni prace. Dale by byvalo bylo pfinosem vice
rozebrat a uvést metodiku NAD CaptureSeq, kterd neni béznou metodikou, a je jednou z velmi
zajimavych a esencialnich ¢asti samotné vyzkumné prace. Kratkou stat™ a srovnani s novejSimi
pristupy autorka vénuje této metodice az v samotné diskuzi.

Ing. Benoni splnila pozadavky samotné védecké prace. Zvladla zpracovat zadané téma za vyuziti
kombinace metodik virologie, bunécné biologie, bio-chemie, molekularni biologie a bioinformatiky.
Samotna metodika NAD CapSequ je naro¢na na preciznost a Barbora ziskala vyznamné vysledky za
jejiho vyuziti. Je na skodu, Ze 1épe a vice do detailu nerozpracovala i dalsi experimenty, jako je vliv
HIV infekce na expresi DXO, samotny DXO knock-down ¢i vliv NAD cepicek na mRNA
procesovani. Dale je Skoda, Ze zfejmé vzhledem k pozadavku na pfijaty prvoautorsky ¢lanek byly tyto
vysledky publikovany v niz§im védeckém Casopise, nez by si zaslouzily.

Zavérem, predlozena disertacni prace spliuje zadané parametry kladené na udéleni doktorského titulu.

Otazky a komentate:
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1. Mezi NAD-RNA byla identifikovana I U7 snRNA, ktera ma vyznamnou ulohu v procesovani
histonovych mRNA. Dale je zfejme zodpovédna za tiSeni lidskych retrovirovych element HERV.
Mizete navrhnout experiment, jak dale studovat tlohu NAD ¢epicky na U7 snRNA?

2. Jsou nékteré ze snoRNA identifikovanych pomoci NAD CaptureSeq transkribované z vlastniho
promotoru?

3. Jak by bylo mozné vylepsit analyzu sestfihu pre-mRNA oproti té€ uvedené v zavéru prace?

4. Je koncepcné spravné oznacovat stejnym nazvem ,,caps‘ 5’konce modifikované posttranskripn€ i
konce, které vznikly zatazenim jiz dané chemickeé struktury RNA polymerazou? Jsou caps vzdy na
5’fosfatovém konci RNA?

5. V ivodu je uvedena fada nepfesnosti, ¢i zavadéjicich informaci:

Kapitola 1.1.4. popisujici snRNA je nevybalancovana. Zatimco vétsi pozornost je vénovana Ul
snRNA vcetné jeji funkce v sestiihu pre-mRNA a genové expresi HIV viru, ostatni snRNA jsou
popsané prilis stru¢né, vétsinou s ohledem na modifikace v nich identifikované. Minimalné samostatna
kapitola tedy mohla byt vénovana U6 snRNA.

Kapitola 1.1.5 snoRNA: je pravda, Ze snoRNA jsou kodovany castéji v ramci intronovych tseki pre-
mRNA, ale n€kolik snoRNA ma samostatné piepisované vlastni geny a praveé s ohledem na zaméteni
prace na Cepicky bych ocekavala, Ze je autorka zmini.

Kapitola 1.2.5 nazvand RNA degradation je ve skutecnosti fokusovand na mechanismy degradace
messengerové RNA. Ve svétle toho, Ze autorka na zacatku prace vyjmenovava a stru¢n¢ popisuje fadu
ijinych typti RNA, je to matouci.

Obecne zvolene ¢lenéni degradacnich drah ¢i mechanismi neni $tastné zvolené. Vhodnéjsi terminy
pro jednotlivé podkapitolky by mozna byly ndzvy dle enzymatickych aktivit, napt. Decapping,
deadenylation, 5’to 3’decay, endonucleolytic clevage, 3’to 5’decay, apod.

Deadenylation-independent degradation:

Nepovazuji za uplné piesné nazyvat Nonsence mediated decay - NMD jako ,,deadenylation
independent®, str. 24. Jak sama autorka uvadi, NMD zahrnuje v podstat¢ své funkce deadenylaci
mRNA.

6. Str. 26. kapitola m6A
Co m4 autorka na mysli vyjadfenim, ze ,,m6A does not affect the coding capacity but can destabilize
complexes with uracil“?

Nepravdiva informace: ALKBHS demethylates m6Am present in 5’caps. Tuto aktivitu ma protein
FTO. Na strané 28 jiz to je uvedeno spravné, ale véta ,,However, FTO prefferentially demethylates
mO6Am rather than m6A“ v daném kontextu nedava smysl.

7. Kapitola m1 A ma nékolik pieklepti a zavadéjicich vyjadieni: napt discoeved, cross-reactivity of
detection antibodies, m1A modification is spread on tRNA... Vzhledem k tomu, ze m1A byla
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nejabundantnéj$i modifikace detekovana z virovych ¢éstic by si tato modifikace zaslouzila
extenzivnéjsi text.

8. Str. 28 ,,Nm at the first and second transcribed nucleotides prevents mRNA degradation by DXO*.
Dostupné informace a publikace se upIn¢ nesjednocuji na uloze této metylové skupiny. Zejména tiloha
Nm na druhém nukleotidu zatim neni zcela ziejma.

9. Celéa mala podkapitolka 0 m5C o dvou vétach nedava moc smysl.

10. Kapitola 1.3.2 Non-canonical caps
,» Iraditionally, RNAs in eukaryotic cells possess m7G cap or TMG cap.* Autorka ma asi namysli
RNA syntetizované RNA Polymerazou II.

Vysledkova Cast:
11. Str. 62: ,,cell gradually infected with HIV-1° ma zCejme byt ,,gradually scaled up culture

12. Kapitola 4.4. Autorka pouziva termin sSRNA. Takova kategorie ale neni ve vyctu v ivodni ¢asti.
Az pozdéji v textu vyjde najevo, ze se jedna o kratsi nekodujici RNA (ncRNA). Avsak ne pro vsechny
plati uvodni véta:“sRNAs are noncoding regulatory RNAs that bind to their targets and noncanonical
cap might affect their efficiency®. Péedpokladam, Ze prvotni otazkou zde bylo, jaké rizné ncRNA
mohou byt modifikovany NAD ¢epickou.

13. Strana 66: Véta:“The libraries were also mapped to the HIV-1 genome but any viral encoded
RNAs were founds to bear NAD cap® znamena, ze vSechny virové RNA mély NAD cepicku. Avsak
obrazek 31B ukazuje opacny vysledek.

14. Str. 74. Obrazek 43. Testovani vlivu infekce HIV na expresi DXO by si zaslouZzilo minimalné dalsi
a dikladnéjsi analyzu. Z ptredlozenych western blot analyz Ize t€¢zko vyvozovat néjaké zavery.
Vykazuji MT-4 bunky vyrazné vyssi, respektive nizsi expresi DXO nez jiné typy bunck?

14. Str. 75, Co je myslenou vétou:“VectorBuilder offers only one expression system®?
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