Oponentsky posudek na dizertacni praci Mgr. Magdy Matouskove nazvanou
"Mechanisms of endogenous retrovirus control in the host cell”

Dizertaéni prace je zamérena na studium umliceni a exprese lidskych endogennich retroviru
(HERV) koduijicich syncytin-1 a 2, které jsou dulezité pro vyvoj placenty a jsou nadmerné
exprimovany u nékterych typu nadoru, a na studium prasecich endogennich retrovirt (PERV) a
jejich schopnost infikovat lidské bunky, coz je dulezité zejména u xenotransplantaci praseci
tkané. Tézisté prace spociva v charakterizaci methylace CpG v 5' LTR sekvencich syncytinu-1
a 2 a PERV. Vysledky tykajici se syncytinu byly publikovany v €lanku v Experimental Cell
Research (2006), jehoz je Mgr. Matouskova prvni autorkou, a v Nucleic Acids Research (2011),
vysledky tykajici se receptoru pro PERV-A byly publikovany v Retrovirology (2007); vysledky
studia methylace PERV nebyly dosud publikovany. Dizertacni prace je sepsana anglicky a je
clenéna vcelku klasickym zpusobem. Relativne netradicné vSak autorka zaradila souhrn az na
konec prace. Vysledky shrnuté v dizertacni praci jsou jist€ zajimave a prinosné, coz je
dolozeno i jejich publikaci. Avsak celkové prace pusobi dojmem, ze na jeji sepsani a kontrolu
nebylo dost €asu, zejména anglic¢tina by si zaslouzila dukladnéjsi jazykovou korekturu.

Po kratkém Uvodu (Introduction), ve kterém autorka zaclenuje svoji praci do celkového
kontextu, nasleduje kapitola Cile (Aims). Tato Cast by podle mého nazoru méla byt vystiznéjsi a
skutecne strucné shrnovat cile prace. | kdyz je obsahem prace néekolik témat, bylo by mozneé
cile formulovat prehledneji. Rozhodné by vsak tato cast nemela obsahovat dosazené vysledky.
Nasleduje Literarni prehled (Literature review), ktery popisuje DNA methylace, jejich cetnost,
vyznam a mechanismy regulace, kratce jsou zmineny | modifikace histonu a jejich vyznam pro
funkci chromatinu. Dale tato €ast obsahuje kapitolu o retrovirech a jejch zivotnim cyklu.
Nasleduje kapitola o endogennich retrovirech (ERV) a o dalsich retroelementech, poté o
umliceni a o regulaci exprese retroviru a retroelementu, konecné jsou zde kapitoly zamérené
specificky na HERV a syncytiny a na PERV a xenotransplatace. V sekci Material a metody
(Materials and methods) jsou relativné podrobné popsany vSechny zdroje a pouzivané
metodiky. Dle jejich vy€tu autorka zvladla pomérné velké mnozstvi technicky obtiznych a
pracnych pristupu. Vysledky (Results) jsou rozdéleny do 3 velkych kapitol zamérenych na
methylaci CpG a expresi syncytinu v ruznych tkanich a liniich, methylaci a expresi PERV a na
studium receptoru pro PERV-A. Pri charakterizaci methylace promotorovych sekvenci autorka
pouzivala a srovnavala bisulfitovou sekvenaci a methyl-specifické kvantitativni PCR, zkoumala
ovlivnéni exprese jednotlivych genu inhibici methylace pomoci 5-azacytidinu (AzaC) a inhibici
deacetylace histonu pomoci trichostatinu A (TSA), stanovovala hladiny genomove a sestfizené
MRNA, provadéla in vitro methylaci expresnich vektoru obsahujicich promotorové sekvence
prislusnych ERV a cDNA pro luciferazu a zkoumala jejich vliv na expresi pomoci transientni
transfekce a exprese luciferazy. V kapitole zabyvajici se vstupem PERYV do bunék autorka
porovnavala primarni sekvence aminokyselin u receptaru lidskych, mysich a krysich (HUPAR-1,
MuPAR a RatPAR). Dale zkoumala infekci bunéénychfinii rizného puvodu pomoci PERV-A,
Ktery koduje EGFP, a schopnost jednotlivych receptoru umoznit infekci rezistentnich linii.
Autorka take kvantifikovala pocCet kopii mRNA pro krysi receptor a korelovala ho s %
inflkovanych bunék. Vysledky jsou vesmeés popsany strucné, avsak pfimérfené. Nicméné tato
cast obsahuje pasaze, které by patrily spise do diskuse. V sekci Diskuse (Discussion) autorka
pomeérne podrobneé diskutuje dosazeneé vysledky a v nekterych pripadech je porovnava s
vysledky jinych skupin. Avsak v diskusi mi chybi zminka o statistické vyznamnosti a o0 moznosti
generalizovat dosazene vysledky. Koneéné nasleduje ¢ast Zavéry (Conclusions). Obdobné
postradam jasnejsi vymezeni této prace oproti ostatnim a vyzdvizeni jejiho skuteéného pfinosu
- co nového ukazala a €im se odliSuje od ostatnich (v diskusi se vysledky porovnavaji s
vysledky jinych skupin, ne vzdy jsou vysledky souhlasné).



Na autorku bych méla nékolik dotazu:

1/ Cela prace je psana v mnozném cCisle, "we". Mohla byste prosim specifikovat, zda jste
vSechny experimenty uvadene v dizertaci provadéla sama, nebo zda na nich participoval i
nekdo dalsi?

2/ V praci postradam jasnou definici, jak je hodnocena hypomethylace, at uz pausalné nebo v
jednotlivych pripadech. V grafech jsou uvadéna % hypomethylované DNA, LTR atd., ale neni
uvedeno, jaké % methylace bylo v konkretnim pokuse povazovano za snizenou methylaci.

3/ V pokusech shrnutych na obr. 2 (str. 51-2, kapitola 5.1.2) a 11 (str. 66-69, kapitola 5.2.5)
uvadite vliv inhibitoru DNA metylace (AzaC) a acetylace histonu (trichostatinu A) na hladiny
metylace, resp. % hypomethylovanych sekvenci, a na expresi vybranych genu. Zejména ve
druhém pripadé se zda, ze vysledky mohly byt zna¢né ovlivnény cytotoxicitou inhibitort v
pouzitych koncentracich. Testovala jste pfedem koncentrace inhibitoru v jednotlivych
bunécnych typech nebo jsou znamy CC50 téchto inhibitoru pro tyto ¢i pribuzné linie?

Obr. 11 shrnuje expresi PERV vztazenou k GAPDH mRNA, pfiicemz exprese PERV je v
pritomnosti AzaC a TSA vyrazné snizena, zfejmé v dusledku cytotoxicity. Pozorovala jste
nejaké morfologické zmény bunék nebo jinak charakterizovala jejich viabilitu? Dale by mé
zajimalo, jak AzaC a TSA ovlivnily hladiny GAPDH mRNA v jednotlivych vzorcich.

4/ Kapitola 5.1.5, Fig. 5a). Charakterizujete expresi syncytinu-1, uvadite relativni zastoupeni
exprimovanych mRNA - genomickeé a po splicingu. U vetSiny zdravych i nadorovych tkani je %
mMRNA po splicingu nizsi nez % genomické mRNA. Pouze u seminomu je tento pomér
obraceny, coz zrejmeé naznacuje, Ze krome methylace je exprese syncytinu-1 regulovana i na
dalsich drovnich. V textu predpokladate regulaci na urovni splicingu. Nicméné hladiny mRNA
mohou byt dynamicky regulovany také na urovni stability a degradace. Chtéla bych se proto
zeptat, zda jsou znamy nejake mechanismy ovlivnujici stabilitu ¢i degradaci mRNA pro
syncytin? Take asi Ize vzhledem k dulezitosti funkce syncytinu ofekavat, Ze jeho exprese muze
byt regulovana i na dalsich urovnich. Zkousela jste detegovat viastni protein, at’ uz v bunééném
lyzatu nebo na povrchu bunék a korelovat jeho hladiny s metyhylaci DNA i s expresi a
splicingem mRNA?

5/ Bunky 293 Ci 293T se Casto pouzivaji pro transfekce nejruznéjsich expresnich vektoru a pro
detekci jimi kodovanych proteinu. Vy jste ukazala, ze v nich dochazi k metylaci provirové DNA
jen v omezené mire, coz by mohlo byt zpusobeno napf. niz§im obsahem ¢&i aktivitou DNA-
metylujicich enzymu. Je Vam znamo, zda tyto bufiky nemaji jiny obsah a aktivitu DNA-
modifikujicich €i degradujicich enzymu, sensoru cytoplasmatické DNA atd.?

6/ Str. 71, tab.1 - PERV-A receptory. V tabulce 1 uvadite % shody v sekvenci aminokyselin
mezi jednotlivymi receptory. Ve své praci jste zadné dalsi podrobnosti tykajici se rozdilt v
primarni sekvenci, ev. nasledné v konformaci MuPAR tieuvedia. Muzete podrobnéji popsat tyto
rozdily? Jak tyto rozdily ovlivauji vazbu virionu na receptor nebo internalizaci virionu?

7/ Na str. 71-2, 5.3.2. je uvedena transfekce bunék 293T expresnimi vektory kodujicimi
Jjednotlivé receptory fuzované s HA tagem, pomoci ktereho jste za pomoci prutokové cytometrie
stanovovala miru exprese jednotlivych receptoru. Testovala jste nebo je znamo z literatury,
zda tato znacCka neovlivnila konformaci €i spravnou funkci pfislusného receptoru? Zejména
mam na mysli sterickou zabranu, ktera by ovlivnila vazbu virionu a jeho internalizaci.

8/ Infikované bunky jste stanovovala take prutokovou cytometrii, a to na zakladé zelené
fluorescence EGFP(PERV-A) 48 h po infekci.

- Mohla byste blize popsat zpusob konstrukce tohoto retroviru?

- Nadmeérna exprese EGFP vede k apoptdze bunék. Proto bych rada védéla,

a/ zda jste hodnotila zelenou fluorescenci u vSech bunék nebo jen u Zivé subpopulace?



b/ zda jste zaznamenala néjake rozdily v % mrtvych bunék u mock-inflkkovanych a infikovanych

vzorku?
c/ Bylo by mozné hodnotit % EGFP-exprimujicich bunék presnéji jinym zplisobem?

9/ V praci je uvedeno hodné pomerné pracne ziskanych vysledku. Nicméné mi pfipada, ze
vzorky tkani ziskané od 1-4 prasat nebo v pfipadé placenty od 2 miniprasat, mohou byt
zatizeny velkou interindividualni variabilitou. Na druhé strané je asi mozné, ze v zavislosti na
aktualnim stavu zvirete v dobé porazky a odbéru vzorku muze byt celkova uroven metylace
podobné ovlivnéna u vice tkané téhoz zvirete. Rada bych slysela Vas komentar.

10/ Zajimalo by mé, jak reprodukovatelnée jsou vysledky bisulfitové sekvenace a MS-qPCR.
Byly experimenty opakovany? Na které urovni (cely experiment na tkanovych kulturach,
bisulfitova konverze, sekvenace, PCR)?

Dalsi poznamky:

1/ Str. 62, Fig. 8. Z kontextu (kapitola 5.2.2) se domnivam, Ze jste v obrazku 8.b) méla v imyslu
Sedymi kole€ky oznacit nejednoznacné urcené CpG, tedy anglicky "amigous". Pokud tomu tak
skutecne je, je treba opravit legendu k tomuto obrazku.

2/ V textu uvadite Cisla pouzitych genovych sekvenci jako "accessory numbers", coz
neodpovida prijaté terminologii a je i vécneé nespravne (accessory = dodatecny, doplfikovy,
pridavny). Pouzivany termin GenBank je "accession number".

3/ Fig. 11. Chybny popis - 2x c)

4/ Fig. 5. Panel a) by vzhledem k usporadani textu v kapitole 5.1.5 bylo vhodnejsi zaradit jako
posledni v tomto obrazku.

Na zaver sveého hodnoceni doporucuji, aby dizertacni prace Mgr. Matouskové byla pfijata jako
podklad pro udéleni titulu PhD.
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V Praze dne 12. zari 2011



