Posudek oponenta Ing. Marcely Pavové, PhD. na doktorskou dizertacni praci Mgr. Petry Riegerove:

,VyuZiti metody RNA interference (RNAi) ke studiu onkogennich vlastnosti viru
Kaposiho sarkomu (KSHV)“.

Doktorska prace Petry Riegerové je zalozena na 3 publikacich, uvedenych v 24véru samotné prace.
Réda bych vyzvedla fakt, Ze u vSech tfi prezentovanych publikaci je disertantka prvnim autorem a
zaroven, ie se jednd o publikace v mezinarodné uznavanych ¢asopisech s vysokymi impact faktory,
co? samo o sobé doklada vysokou kvalitu prezentované prace.

Fakt, 7e jedna z publikaci je review v $4dném pripadé nesnizuje jeji vyznam, naopak to doklada velky
rozhled a zéroven detailni porozumeéni problematice, kterou se disertantka ve své praci zabyva.

Predlozena disertacni prace je velmi ambiciézni a zabyva se narocnou problematikou transformace
normélnich bunék na maligni. UZ toto téma, které v sobé spojuje molekuldrni biologii, bunéctnou
biologii a imunologii je velmi obtizné na porozuméni a studium, pokud se v3ak k tomu pricte
interakce s herpesviry, které samy o sobé patfi k jedném z nejsloZitéjsich virti, jedna se o téma
vskutku komplexni a mezioborové.

Disertantka zvladla shrnout tuto velmi slozitou problematiku v Gvodu na pouhych 20 stranach, coi
nevyhnutelné vedlo k tomu, Ze jednotlivé procesy a funkce jednotlivych proteind nemohly byt
vysvétleny do hloubky. To melo za nasledek to, ze v nékterych pasazich pusobi Uvod spise
encyklopedicky a ¢tenafi nepfinasi, kromé pocitu, ze vée interaguje se v3im, témef 34dné pochopeni.
Tento charakter se véak vyrazné zméni v kapitole 1.3.3. vénované vlivu virem kédovanych interferon
regulaénich faktord na patogenezi KSHV, kde se jiz autorka zamefuje konkrétnéji na vybranou
skupinu proteinl a vénuje se detailné popisu jejich funkce. Nésledna kapitola, zabyvajici se jiz
predmétem disertace, . VvIRF3, je napsana velmi srozumitelng, ddlefité interakce jsou pékné
popsény véetné uvedeni jejich vlivu na procesy probihajici v burice.

Obtiznou pochopitelnost prvni, velmi obecné, pasaze by dle mého nazoru vylepsilo poutiti nékolika
malo obrazk(, dokumentujicich procesy, interakce, & pfimo interakéni kaskady popisované v textu
(napf. obrazek nazorné reprezentujici Zivotni cyklus herpesvird, pfipadné i obrazek graficky
objasfujici replikaci gamaherpesviru (rolling cycle model), popisovanou v kapitole 1.3., ¢i obrazek
graficky shrnujici interakce studovaného proteinu VvIRF3 s mnoha bunéénymi partnery a tim
ovlivnéni naslednych interakénich kaskad, ktery je soucasti napfiklad i autorina review
publikovaného v Journal of Virology).

Disertaéni prace pfirozené navazuje na predchozi praci Skolitelky a dale ji rozviji. Jako cile prace bylo
zvoleno objasnéni interakci virového proteinu VIRF3 s protoonkogenem c-Myc, pfipadné s ubiquitin
ligasou Skp2, kterd reguluje sivotnost c-Myc, a proteinem p53, ktery reguluje bunétnou apoptozu.
Disertantka sledovala tyto interakce jednak v bufikach overexprimujicich studovany protein vIRF3 a
jednak v burikach infi kovanych KSHV, kde se vyskytuje VIRF3 v kontextu ostatnich virovych proteind
a v odpovidajicich koncentracich.




Misty bohuzel snizuje kvalitu pfedkladané disertacni prace trochu neobratna ¢edtina, ¢i nevhodné
anglikanismy jako napfiklad: ,VIRF3 protildtky byly ziskany v kralikovi...“, ,buriky byly lyzovany
imunoblotnim pufrem”, ,exprese VIRF3 byla knock-downovana“, ,degradator c-Myc”, ,GST-
tagované proteiny”.

Naopak bych rada vyzdvihla vysokou kvalitu a prehlednost obrazkd a srozumitelnost jejich popisku.
Dale je velkou pfednosti pfediozené disertacni prace velké mnozstvi vysledkd, které zabiraji bezmala
30 stran, logické usporédéni kapitol i navaznost pokusu.

Celkové Ize Fici, 3e disertaéni prace Mgr. Petry Riegerové je zpracovana velmi peclivé a pres
obtiznost a komplexnost problematiky i srozumitelné. Autorka ve své praci vyuzila Siroké spektrum
molekularné biologickych metod, metod zabyvajicich se izolaci a charakterizaci proteind a jejich
interakei a v neposledni fadé také metod prace s tkanovymi kulturami. Dil¢im cilem disertace, ktery
disertantka bezezbytku spinila, bylo zavedeni metody RNA interference.

Vysledky prezentované v této disertalni praci pFispély k lepsimu porozuméni procesu KSHV -
indukované neoplazie a mohou byt pfinosem i pro velmi rozsahlou oblast vyzkumu apoptosy.
Porozuméni mechanismiim, kterymi viry modifikuji prostfedi své hostitelské buriky, muzZe prispét, a
Zasto také prispéje k porozuméni samotnym bunécnym procesum.

Mgr. Petra Riegerova prokdzala pfipravenost k samostatné &innosti v oblasti vyzkumu a doporucuji
tedy, aby predlozend disertacni prace byla pfijata jako podklad k udéleni titulu PhD.

V Praze dne 5. kvétna 2017 ing. Marcela Pavova, PhD.

Otdzka c. 1

Autorka v zavéru kapitoly 1.4.3. uvéadi, ze nesoulad publikovanych vysledk ohledné vlivu vIRF3 na
regulaci apoptézy mize byt zapfic¢inén uZitim ruznych bunéénych systému. Sama vSak béhem své
préace pouzivé 7 riznych bunéénych linii. Nema obavu, je by prezentované vysledky také mohly byt

zavislé na typu pouzité bunécné linie?
Otézka ¢.2

V kapitole 4.2.7 autorka sleduje vliv overexprese vIRF3, Skp2 a c-Myc na aktivaci cdk4 promotoru a
uvadi, 7e overexprese c-Myc zvy3i aktivitu promotoru 3x, zatimco soucasna overexprese c-Myc a
Skp2 nebo c-Myc a VIRF3 vede ke zvy3eni aktivity cdk4 promotoru 5,2x respektive 4,9x. Dale uvadi,
je soutasna overexprese viech vyse zminénych proteini ma aditivni/synergisticky charakter a vede



ke zvy3eni aktivity sledovaného promotoru 7x. Z toho je vyvozen zavér, ze VIRF3 spolupracuje s Skp2
pFi aktivaci cdk4 promotoru prostiednictvim c-Myc. Vysledky uvedené v grafu na obr. 9A vsak
ukazuiji, ze i samotna overexprese VIRF3 a Skp2 — bez overexprese c-Myc — vedou k aktivaci cdk4
promotoru priblizné 4x, co? naznaluje, Ze k aktivaci sledovaného promotoru neni c-Myc zapotrebi.
Jak by autorka vysvétlila tuto skutecnost?

Otdzka ¢.3

Mnohé KSHV latentni proteiny riiznymi zpUsoby inaktivuji p53 (napf. LANA, v-cyklin a v neposledni
Fadé v disertaci studovany VIRF3). Je zndm, nebo byl studovan, relativni podil vlivu téchto proteini
na aktivitu p53? Pripadné vliv delece téchto genti z genomu KSHV na schopnost viru replikovat se €i
ustanovit latentni infekci?

Otdzka c. 4

Dle uvedenych informaci neni VIRF3 exprimovén v Kaposiho sarkomech. Jde o dusledek mutace
v genomu KSHV nebo je jeho exprese néjakym zpisobem utlumena?



