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Predloiena habilitatnd praca predstavuje velmi komplexny a vysoko kvalitny subor odbornych prac
zameranych na vyvoj a Stadium antivirusovych latok zameranych voci pomerne Sirokému spektru
medicinsky vyznamnych virusov zahffiajucemu nielen vyznamné flavivirusy ako je virus kliestovej
encefalitidy, Zika virus alebo West Nile virus, ale aj herpesvirusy, ¢i pandemicky SARS-CoV-2.

Préca je postavena na stbore 23 vedeckych ¢lankov publikovanych v reipektovanych medzindrodnych
peer-review Casopisoch. Prace velmi dobre ilustruji, Ze uchadzac je vyprofilovana vedecka osobnost
s jasnym zameranim na vyvoj antivirusovych latok. Rovnako ilustruji jeho medzinarodnd reputéciu
a intenzivhu medzindrodnu spolupracu. V sibore je tieZ dobre zachyteny kariérny rast kandidata, ked’
vo vyraznej ¢ast hlavne starSich ¢lankov pésobil ako prvy autor, zatial ¢o v tych novsich élankoch je ui
asto korespondenénym autorom. O vedeckej Urovni prac Dr. Eyera nie je moiné pochybovat, kedZe
vietky prace si publikované v kvalitnych peer-review ¢asopisoch, niektoré vo vysoko prestiznych
tasopisoch s impozantnym impakt faktorom, ako napriklad Nucleic Acids Research ({IF 19.16), Antiviral
Research, Journal of Virology, alebo Journal of Infectious Diseases.

Praca je vhodne rozdelena do logickych ¢asti podla typu ¢lankov a podfa typu inhibitorov (nukleozidové
analégy aod nukleozidov Struktirne odliSné antivirotikd). Vzhfadom ku komplexnosti vyskumu
a prezentovanych prac je kaida kapitola v Gvode velmi vhodne komentovana a prevadza Citatela
prezentovanymi publikdciami. Za mimoriadne prinosnd povaZujem najma sériu prac zameranych na
2'-C-metylované a 4’-azidované nukleosidové analégy, ktord od virusu kliestfovej enecefalitidy
postupne ukdzala vyznamné Ucinky aj voci Zika ¢i Westr Nile virusu. Z poslednej kapitoly urite stoji za
zmienku praca zamerana guaninové kvadruplexy ako Gplne nové antivirusové ciele minimalne voci
flavivirusovym infekciam.

Dotazy oponenta k obhajobé habilitaéni prace

1. V rdmci vasich studii inhibitorov TBEV ste vyselektovali zaujimavé NS5 mutanty virusu. Zatial ¢o
S603T mutant rezistentny voci 2°-C metylovanym nukleozidom mal o€ividne znizené fitnes v in vitro aj
in vivo podmienkach, tak mutant E460D selektovany voci galidesiviru mal prekvapivé vlastnosti. Pri
kultivacii v PS bunkdch bol takmer rovnaky ako wild-type, zatial ¢o in vivo kompletne stratil
neuroinvazivitu a vietky infikované mysi preZivali a nevykazovali Ziadne klinické priznaky. Vzhladom
k tomu, Ze ide o jedinG mutdciu vo virusovej polymerdze je takato dramaticka zmena fenotypu
v mysiach prekvapujuca. Mate hypotézu, aky je mechanizmus straty neuroinvazivity? Sledovali ste
dany mutant aj na inych bunkovych linidch, ¢i relativne nezmenena replikacna schapnost in vitro nie je
len Specificky artefakt PS buniek?



2. Préca Eyer et al. J Infect Dis (2016) zamerana na nukleozidové inhibitory Zika virusu mala v suvislosti
s epidémiou v roku 2015 silny ohlas nielen vo vedeckej komunite. Zaujima ma, ¢i sa odvtedy nejaké 2"-
C metylované nukleozidy dostali do fazy kiinickych skusok, & uZ voéi Zika virusu alebo inym
flavivirusom. Existuje pre-klinické studie, ktoré by sledovali aj reprodukénd toxicitu a vplyv na vyvoj
plodu, kedZe zrovna uZika virusu by zrejme jedna z moZnych aplikacii latok bola prave pocas
tehotenstva.

3. Praca Holoubek et al. Nucfeic Acids Research (2022) o guaninovych kvadruplexoch je naozaj
mimoriadne prinosnd, zaujimavd a hlavne velmi precizne pripravend. Zaujali ma viastnosti vytvorenych
mutantov virusu. Konkrétne najma to, Ze tzv. super-negative mutant velmi rychlo revertoval do wild-
type-genotypu. Ak to spravne chapem, revertovali teda 4 mutdcie, pricom tri z nich boli aj v tav.
negative mutante, kde boli stabilné. Analyzovali ste, Civznikali v procese reverzie aj intermediaty, ktoré
by koreSpondovali s negative mutantom? Ako si vysvetfujete tento fenomén, Ze jedna mutdcia navyse
viedla k reverzii aj tych mutdcii, ktoré inak pretrvavali? ............cce.......

4,V suvislosti s tou istou pracou a mutantom mam este jednu otdzku. V praci je uvedené, 7e super-
negative mutant revertoval v priebehu 168h pri kultivacii vPS bunkach. 135lo o kultivaciu bez
pritomnosti G4 ligandu? Porovnadvali ste vyskyt revertantov pri kultivicii s G4 ligandmi vs. bez
pritomnosti ligandov?

5. Celkove ste v habilitacnej praci predlozili vskutku obdivuhodny stbor prac zahffiajluci rézne skupiny
antivirusovych latok s réznymi mechanizmami G¢inku a aéinnymi voéi vefmi réznym skupinam virusov.
Ktoré z tychto latok v tejto chvili vnimate ako najperspektivnejsie z hfadiska realneho vyuZitia v terapii
virusovych ochoreni?

Zaver

HabilitaCni prdce RNDr. Ludka Eyera, Ph.D. ,Inhibitory replikaéniho cyklu medicinsky vyznamnych
virovych patogend” spifiuje pozadavky standardné kladené na habilitacni prace v oboru Molekulérni a

bunécna biologie a genetika.

V Bratislave dne 25.4.2023

podpis oponenta
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Habilita&ni prace RNDr. Lud’ka Eyera, Ph.D. je souborem komentovanych
vlastnich publikaci autora. Text prace sestava z S oddila, které reprezentuji
pokroky ve vysoce aktualni problematice vyvoje a praktického vyuziti
virostatik proti n&€kterym skupinam medicinsky vyznamnych vira,
predeviim pak &eledi Flaviviridae a Coronaviridae., které autor blize '
predstavuje v uvodni ¢asti celé prace.

Vlastni prace, ktera je komentafem souboru autorovych publikaci, ma 403
stran textu doplnéného abecedné fazenym seznamem 104 publikaci v textu
citovanych. Formalni ¢lenéni prace — dé€leni na ¢ast obecnou a specialni —
odpovida pozadavkim, které jsou kladeny na habilitaéni praci.

Soubor komentovanych praci zahrnuje celkem 23 publikaci, z nichZ u
deseti je dr. Eyer prvnim autorem, u ostatnich pak spoluatorem. VSechny
komentované publikace jsou v plném znéni p¥ilohou predkladané
habilitagni prace a u kazdé z t&chto publikaci je struén& uvedeno, jaky byl
autortv podil na jeji realizaci.

Celkem 21 z téchto ¢lanku bylo publikovano v éasopisech s impakt
faktorem, jeden &lanek vysel v Casopise excerpovaném v databazi Scopus a
jeden text je kapitolou v zahraniéni monografii. PGvodnimi pracemi je
celkem 20 publikaci, zbylé t¥i pak pfedstavuji piehledové Elanky.

Z komentafd a zvlast€ pak z vysoké kvality pfedkladanych publikaci jsou
ziejmé jak hluboka erudice, tak i rozsahlé zkudenosti autora, kterych pri
své &innosti v této vysoce aktualni a potfebné oblasti nabyl.

Prace komentované v ramci pfedkladané habilitaéni prace

byly publikovany v letech 2013 az 2022, pfesto je u viech uvadén impakt
faktor za rok 202 1. U praci starsich t¥i let byva obvyklé uvadét impakt
faktor, kterého &asopis dosahl v roce publikovani prace, coz poskytuje
pon&kud piesné&j3i pohled na profily dotyénych ¢asopist.

V publikaci &. 23 (Stefanik et al., 2020) je referovano o potencialnim
u¢inku inhibitoru NS5B polymerazy viru hepatitidy C dasabuviru na
replikaci né€kterych vektory pfenadenych flaviviri. Vzhledem k tomu, Ze
virus hepatitidy C téz patti do ¢eledi Flaviviridae (arci nikoliv do rodu
Flavivirus, ale Hepacivirus), ponékud postraddm v teoretické pasazi
vénované problematice virostatické 1é¢by flavivirovych infekci alespori
stru¢nou zminku o virostatické 1é&bé hepatitidy C, mimo jiné i proto, Ze
tato skupina virostatik je v sou¢asné dobé jednou z nejdynamicté&ji se
rozvijejici skupin protivirovych 1€ki.



Predkladan4 habilitaéni prace je psana pichledné, modernim jazykem,
stavba a logicka skladba vét jsou dobfe srozumitelné. V praci se vyskytuje
minimum chyb a pieklepti a nékolik drobnych nepfesnosti (napf. néktera
virostatika jsou b&zn& podavana i v ramci profylaktickych indikaci ¢i je

v textu chybné uZivan termin imrtnost misto spravného terminu smrtnost)
nikterak nesniZuje celkové vysokou uroveii predloZené habilita¢ni prace.
Zavérem je nutno konstatovat, Ze habilitani prace RNDr. Lud’ka Eyera,
Ph.D. je vysoce kvalitni a svym obsahem, formou i rozsahem odpovida
pozadavktm, které jsou kladeny na habilitaéni praci podle Zakona o
vysokych Skolach €. 111/1998 Sb. i Metodického pokynu €. 2/2023
Jihodeské Univerzity v Ceskych Budgjovicich a z tohoto diivodu také
doporuduji jeji prijeti jako podklad pro habilita¢ni fizeni a pro udéleni
védecko-pedagogického titulu docent v souladu s platnym zakonem o
vysokych skolach.

Dotaz oponenta k obhajob& habilitaéni prace

V jiZ zminéné praci Stefanika et al. z roku 2020 o hledani kandidatd
repurposingu jiZ b&zné uzivanych virostatik je téZ zmin&n antiretrovirovy
1ék efavirenz. Tento nenukleosidovy inhibitor HIV-1 reversni transkriptasy
se viak vyzna&uje vysoce specifickou vazbou na alosterickou kapsu tohoto
enzymu, dokonce tak specifickou, Ze neinhibuje funkci reversni
transkriptazy viru HIV-2. Mohl by se pan dr. Eyer pokusit zaspekulovat,
jakym mechanismem by efavirenz mohl interferovat s replika¢nim cyklem
flavivira?

Zavér
Habilitaéni prace RNDr. Lud’ka Eyera, Ph.D. , Inhibitory replikaéniho
cyklu medicinsky vyznamnych virovych patogenii“ splituje poZzadavky

standardné kladené na habilitagni prace v oboru Molekularni a buné&cna
biologie a genetika.

V Praze dne 19.6.2023

podpis oponenta
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Habilitalni prace RNDr. Ludka Eyera, Ph.D. je velmi kvalitni a nejen spliiuje, ale i s pfehledem
pfekonava viechny standartni poZadavky kladené na habilitaéni prace. Toto ukazuje uZ jen samotny
fakt, Ze préce je postavena na 23 €lancich publikovanych v recenzovanych &asopisech sledovanych
v databazi Web of Science. Dr. Eyer je pak autorem celkem 35 publikaci (dle Web of Science ke dni
28.4.2023) a jeho Hirschiv index je 16, coz ukazuje, Ze se jedna jak o plodného, tak i vysoce citovaného
a tedy i uznavaného odbornika.

Préce je Clenéna do 3esti hlavnich kapitol (+pfehled literatury). Kapitola 2 se vénuje prehledu
studovanych patogend. Nosné jsou pak kapitoly 3-5, které se vénuji jednotlivych typtim studovanych
inhibitord (nukleosidové analogy, nenukleosidové analogy, ostatni inhibitory). Tyto kapitoly na sebe
logicky dobfe navazuji a poskytuji tak uceleny pfehled o predchozich znalostech ve studované
problematice i o tom, jak vysledky Dr. Eyera pfispély k prohloubeni nasich znalosti ohledné& inhibitord
vyznamnych virovych skupin, predeviim pak flavivird a koronavird.

Préce obsahuje i separaty jednotlivych ¢lankd, na kterych je postavena. | ty dosahuji vysoké kvality,
kterd se da demonstrovat napfiklad jejich pfijetim v renomovanych védeckych €asopisech (napf.
Nucleic Acids Research — IF 19,1, Antiviral Reseach - IF 10,1, Journal of Virology — IF 6,2, Antimicrobial
Agents and Chemotherapy —IF 5,9, atd.). K samotnym ¢ldnkdm pak zde neni potfeba se blize vyjadiovat
i 2 toho diivodu, Ze jiZ pfed svou publikaci proli klasickym recenznim Fizenim.

Dotazy oponenta k obhajobé habilitaéni prace

K samotné praci nemam Zadné dopliiujici otazky. Rad bych se ale Dr. Eyera zeptal na nékolik otazek
ohledné soucasného stavu jeho vyzkumu a jeho dal3ich pland.

1) Vyvoj a testovani novych Iéiv je samozfejmé velmi Easové, finanéné i technologicky ndro¢né préce,
ktera probihd v mnoha krocich a je provddéna mnoha tymy. Vite ale i pfes to, ktera z vami testovanych
latek je nejblize skute¢nému uvedeni do praxe? Pokud ano, ktera? U které pak nejvétsi potencial vidite
vy sam?



2) Z vadi préce je patrné, Zze vami vyuZivana metodika pro testovani potenciondlnich virovych inhibitort
v podminkdach tkafiovych kultur (in vitro) i na modelu laboratornich my3i (in vivo) je ve vasi laboratofi
velmi dobfe zavedena. Planuje v brzké dobé rozsifit portfolio testovanych virdl o zastupce n&kterych
dalSich skupin? Pokud ano, tak o jaké a pro¢?

Zavér

Habilita¢ni préce RNDr. Ludka Eyera, Ph.D. ,Inhibitory replika¢niho cyklu medicinsky vyznamnych
virovych patogeni” spliiuje pozadavky standardné kladené na habilitatni prace v oboru Molekularni a
bunécna biologie a genetika.

V Praze dne 28.4. 2023

podpis oponenta





