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Oponentsky posudek na disertacni praci
Mgr. Kateriny Krejéové s nazvem ,,Biofyzikalni a strukturni studie virovych
polymeraz a methyltransferaz

Predkladana disertacni prace Mgr. Katetiny Krejéové se strukturni a funkéni
charakterizaci vybranych virovych methyltransferaz a polymeraz. Disertani prace
vzniklana UOCHB AV CR, v. V. i. pod vedenim Mgr. et Mgr. Evzena Bouii, Ph.D.

Prace je psana klasickou formou a je ¢lenéna do obvyklych ¢asti (abstrakt-
teoreticky uvod-cile prace-publikace-vysledky-diskuze-zavér-seznam zkratek-seznam
pouzité literatury). Kopie ¢tyf publikaci, které tvoii zaklad diserta¢ni prace Mgr. Katetiny
Krejcové, jsou uvedené formou piilohy. VSechny ctyfi experimentdlni prace byly
publikovany ve velmi kvalitnich mezinarodnich ¢asopisech s IF. Na tiech publikacich je
kandidétka prvni ¢i sdilenou prvni autorkou, jedna se o publikace v asopisech Structure,
Molecules a Archives of Virology, kde bude prace publikovana. Na ¢tvrté publikaci
v Casopise Viruses je Mgr. Krejcova v kolektivu autori. Navic ma kandidatka jesté jednu
publikaci v J. Org. Chem., ktera neni zahrnuta do této diserta¢ni prace.

Prace je psana Cesky, formalni uroven a grafické zpracovani je na velmi dobré
urovni s obCasnym vyskytem pieklepti. Autorka v literarnim piehledu popisuje flaviviry,
koronaviry a antivirovou terapii. V literarnim Gvodu nechybi velmi pékné ilustrace a
schémata, kterd usnadiiuji pochopit popisovanou problematiku. Cile prace jsou jasné
formulovany. Je $koda, Ze samotné metody do prace vibec zahrnuty nejsou. Je ziejmé,
ze metody jsou uvedeny v pfiloZzenych publikacich, ale autorka mohla zminit stru¢né
alespon nékteré z biochemickych ¢i strukturnich metod, které pouzivala. Kapitola
vysledky je ¢lenéna do Ctyi ¢asti podle publikaci a kazda z ¢asti vzdy obsahuje tvod,
souhrn s ptehledem ziskanych vysledkd, vlastnim piispévkem doktorandky k této
publikaci a obrazek s vybranym hlavnim vysledkem z ¢lanku. Kapitola diskuze je rovnéz
délend na cCtyfi casti podle jednotlivych publikaci, kdy jsou vysledky podrobné&ji
diskutovéany. Disertacni prace je zavrSena zavérem. VSechny pouzité literarni zdroje jsou
fadné citovany, literatura ¢itd cca 113 citaci.
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K problematice diskutované v doktorské disertacni praci mam nekolik dotazi:

Ob¢ dvé domény Ntaya NS5 proteinu (MTéasovou a RdRp) jste studovali separatné.
Byl ucinén pokus exprimovat a krystalovat i protein o plné délce? Pokud ne, byl
K tomu né&jaky dtivod?

Pro¢ byly v ¢lanku ve Structure porovnavany RdRp enzymové aktivity Ntaya viru
SNTAV, JEV, WNV, YF a ZIKV flaviviry, zatimco MTAsov¢ aktivity t€hoz viru
byly porovnavany s jinymi flaviviry (DENV3, JEV, WNV, YFV, ZIKV a TBEV)?
Jak se 1i§i NS5 u vybranych testovanych flavivira?

Vzhledem k absenci metod popisSte prosim enzymovou esej ke stanoveni aktivity
MTasovych domén.

Jak jsou veliké jednotlivé proteiny z RARp SARS-CoV-2, které jste v praci
purifikovala: NSP7, NSP8 a NSP12? Byl n&jaky divod exprimovat NSP7 a NSP8
odd¢lené, vzhledem k tomu, Ze oba proteiny se exprimovaly ve stejném expresnim
systému?

Popiste v kratkosti, jak jste stanovila inhibi¢ni aktivitu latky PR673 vici riznym
RdRp, co bylo brano jako kontrola (obrazek 12, strana 34).

V praci uvadite, ze PR673 je netoxicka s hodnotou CCsy pies S0uM. V publikaci (v
Molecules) je v§ak uvedeno, ze se jedna o mirnou cytotoxicitu. Jaka hodnota je brana
jako pfijatelna z hlediska cytotoxicity?

Popiste ob& ,primer extension polymerase* aktivitni eseje (fluorescencni a
radioaktivni) pro vyhodnoceni inhibice RdRp a nasledné urceni hodnoty 1C50
(obrazek 13, strana 37).

Pisete, Ze nejlep$im inhibitorem RdRp ze SARS-CoV-2 se ukazala ptvodni
slou¢enina HeE1-2Tyr (16), jeji dva nové analogy (17 a 18) byly slabsi. Budete
pokracovat v piipravé novych analogti? Pokud ano, mate uz piedstavu, jakeé
modifikace by vedly k ptipravé vice i¢innych latek?

Zavérem konstatuji, Ze predlozend disertacni prace Mgr. Katefiny KrejCove

predstavuje cenny piinos pro lepSi pochopeni strukturni a funk¢éni podobnosti mezi
MTazami nebo RdRp z riiznych flavivirt. Je ziejmé, ze si kandidatka pii feSeni vytcenych

cili osvojila fadu sofistikovanych technik, pfedev§im metody rekombinantni produkce
proteintll, metody proteinové krystalografie a testovani enzymovych aktivity. Vysledky
prace jsou diskutovany a davany do souvislosti. Autorka ve své diserta¢ni praci dokazala,
ze je vyspélym védeckym pracovnikem, schopnym samostatné vyzkumné prace.
Ptredlozena prace Mgr. Katefiny Krej¢ové vyhovuje vS§em pozadavkiim kladenym na
disertacni praci, a proto ji plné doporucuji k piijeti.

V Praze dne 14. 11. 2024 RNDr. Veronika Obsilova, Ph.D.
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