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Oponentsky posudok dizertaénej prace Mgr. Katefiny Krejcovej

Predlozend dizertacna praca Mgr. Katefiny Krej¢ovej s ndzvom “Biofyzikalni a strukturni studie
virovych polymeraz a methyltransferaz” pojednava o aktualnej téme potreby vyvoja
antiviralnych latok, ktoré su schopné inhibovat klficové enzymy potrebné na replikdciu +RNA
virusov. Praca bola vypracovana pod vedenim skolitela Mgr. et Mgr. Eviena Boufty, Ph.D.

Praca sa zameriava na dve velké skupiny virusov: flavivirusy a koronavirusy, a ich enzymy RNA-
dependentné RNA polymerazy (RdRp) a methyltransferdzy (MTase). Tieto enzymy su
nepostradatelné pre replikaciu virusu a preto aj vhodnym ciefom na inhibiciu replikacného
cyklu.

Dizertacna préca je pisana v ¢eskom jazyku a je formalne aj obsahovo na vysokej trovni. V
teoretickom Uvode autorka ozrejmuje Zivotny cyklus flavivirusov a koronavirusov, pricom v
dostatocnom detaile popisuje Strukturne a nesStruktdrne proteiny kddované virusovym
gendmom. Funkcia jednotlivych proteinov je popisana dostatocne podrobne, ¢o umoziuje aj
¢itatelovi menej znalému problematiky nestruktirnych proteinov uvedenych virusov rychlo sa
zorientovat. Kapitola je uzavreta prehfadom sucasnych mozZnosti antivirusovej terapie pre
uvedené rodiny virusov. V teoretickom Uvode by som uvital aspon schematické znazornenie
replikaéného cyklu koronavirusov, podobne ako je to uvedené pre flavivirusy na obr. 2.

Ciele prace su rozdelené do dvoch hlavnych kategérii. Prva sa zaobera Struktdrnymi Stidiami
RNA-dependentnych RNA polymeraz, methyltransferaz a ich inhibitormi, pricom druha cast je
zamerana na testovanie inhibi¢nych efektov novych antivirotik. Ciele su definované jednoznacne
a zrozumitelne.

Vysledky su sihrnom troch publikacii a jedného manuskriptu, na ktorych sa autorka
spolupodielala. Na dvoch publikdciach a manuskripte je uvedend ako hlavnda autorka studie, na
jednej publikacii je spoluautorkou. Okrem uvedenych publikacii sa autorka dizertacnej prace
spolupodielala na vysledkoch dalsej publikacie, ktora netvori sucast predloZenej dizertacne;j
prace.

Vo vysledkovej €asti ma kazda publikacia svoj suhrn, obsahujuci kratky Uvod do problematiky,
zhrnutie vysledkov a v samostatnej ¢asti diskusiu k vysledkom. Velmi pozitivne hodnotim, Ze ku
kazdej publikacii je uvedené, akym prispevkom autorka k vysledkom prispela. Képie publikacii sa
nachadzaju v prilohe dizertacnej prace. Na tomto mieste by som vyzdvihol kvalitu publikacii,
pricom jedna z nich je publikovana v prestiZznom casopise Structure. Na tejto publikacii je
Katefina Krej¢ova zaroven prvou autorkou.
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Katefina Krej¢ova v rdmci svojej prace zvladla metddy pripravy rekombinantnych virusovych
proteinov v Cistote vhodnej na krystalizaciu a Strukturnu analyzu. TaktieZ sama vykonala vsetky
krystalizacné experimenty a nazbierala difrakéné data potrebné na vyrieSenie Struktary
vykrystalizovanych proteinov. Pri purifikovanych enzymoch realizovala vSetky in vitro testovania
novych antivirotik, ¢im preukazala schopnost zvladnut Siroké spektrum laboratérnych metdd a
technik potrebnych na dosiahnutie vysledkov uvedenych v dizertacnej praci.

Otazky k diskusii:

1. V &lanku “Structural and functional insights in flavivirus NS5...” ste zistili vyrazné rozdiely
v enzymovej aktivite RdRp a MTase u réznych flavivirusov. Aktivita bola stanovena pri
konstantnej koncentracii enzymu, ale v ¢lanku nie je uvedené, akou metddou bola
koncentracia enzymov-proteinov stanovena. Proteiny RdRp/MTase boli produkované v
bakteridlnom expresnom systéme. Aj ked boli enzymy jednotlivych virusov purifikované
rovnakou metddou, je mozné, Ze u roznych virusov vedie dand metdda k enzymom s
réznou aktivitou. Overovali ste, i su po purifikacii produkované proteiny spravne
zbalené?

2. Zistili ste, Ze N-kapsa RdRp ZIKV a NTAV sa vyrazne lisi objemom. Na zdklade toho
predpokladate, Ze sa do tejto kapsy pravdepodobne nebudu viazat Sirokospektralne
inhibitory. U viacerych inhibitorov, ktoré sa viazu do kavit proteinov, sa vSak preukazalo,
Ze sU po naviazani schopné prispdsobit tvar kapsy a inhibovat replikaciu virusu. Mate
konkrétny priklad inhibitora, ktory je schopny viazat sa do N-kapsy ZIKV, ale nie NTAV
(alebo naopak)?

3. V manuskripte “Structural basis for broad spectrum binding of AT-9010...” popisujete
latku, ktora je schopna viazat sa na RdRp aj MTase flavivirusov. Na prvy pohlad je takyto
inhibitor idealny, kedZe inhibuje dve rozdielne reakcie. Na druhej strane sa moéZzeme na
interakciu s inhibitorom pozerat ako na kompetitivnhu reakciu medzi RdRp a MTase o
inhibitor. Zaroven vieme, Ze aktivita MTase je vyrazne nizSia nez RdRp. Predpokladate v
koneénom dosledku synergicky alebo skér antagonisticky efekt?

Zaver: V zavere konstatujem, Ze vietky ciele prdce boli spInené. Kandidatka preukdazala
schopnost samostatnej vedeckej prace od navrhu experimentov, cez ich realizaciu, az po

uspesnu publikaciu vysledkov.

Pracu odporaéam prijat k obhajobe, kedZe splnila vsetky predpoklady na to potrebné.

V Brne, dna 20.11.2024

Ing. Tibor Fizik, Ph.D.



