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Oponentsky posudek na dizertani praci Ing. Anny Koslové “Replika¢ni bloky viru Rousova
sarkomu v sav¢ich burnkach”

Prace byla vypracovana v Ustavu molekularni genetiky Akademie véd Ceské republiky pod
vedenim profesora Jana Svobody a doktora Jifiho Hejnara. Dizertaéni prace se zabyva
atraktivnim tématem o pfekazkach mezidruhového pfenosu virll, které jsou zkoumany na
modelu viru Rousova sarkomu (RSV).

Predkladana prace si vytkla dva hlavni cile. Zjistit jakym zpusobem mize RSV vstupovat do
savcich bunék a pro¢ se virus nedokaze v téchto bunkach replikovat. Ing. Koslova zjistila, ze
pro u€inny vstup RSV podskupiny C do kie¢€ich bunék jsou dostateéné dvé mutace

v obalovém glykoproteinu — jedna mutace v povrchové podjednotce (D32G) a druha mutace
v transmembranové podjednotce (L378S), pficemz pFispévek mutace L378S pro ucinny
vstup je kliCovy. Ing.Koslova dale ukazala, ze RSV se zaklonovanou obélkou z viru, ktery byl
schopen infikovat kife¢ka, je nyni schopen infikovat nejen kie&ci buriky, ale i lidské a kufeci
buriky neobsahujici pFislusny receptor. Tento virus je vS8ak méné infekCni ve srovnani
obalkovym glykoproteinem, ktery snizuje stabilitu viru za vy3Si teploty a pfi nizkém pH. Dale
dokdazala, Ze mutovany obalkovy glykoprotein ma podobnou konformaci jako obalkovy
glykoprotein aktivovany interakci s receptorem a ukazala pfimou uméru mezi urovni aktivace
obalkoveého glykoproteinu a u€innosti vstupu viru do sav€ich bunék. V druhé casti své prace
Ing. Koslova zkoumala pro¢€, kdyz je virus schopen vstoupit do savc¢i buriky a integrovat svou
provirovou DNA, tak netvofi infekéni viriony. K obnové produkce infekénich virionu v savéich
bunkach pak dojde po fuzi s kufecimi fibroblasty. Ing. Koslova ukazala, Ze jednim blokem
muze byt Spatna regulace sestfihu virovych mRNA a velky pocet anomalné sestfizenych
virovych mRNA. Dal$im blokem v kiecCich burikach mize byt neefektivni export genomové
RNA, kde bylo pozorovano desetkrat nizSi mnozstvi genomové RNA v cytoplazmé nez

v jadfe. Tento vysledek byl potvrzen také na urovni exprese kapsidového proteinu p27. Jak
pomoci imunofluorescencni mikroskopie tak pomoci Western blottingu byla potvrzena velmi
nizka exprese kapsidového proteinu p27 v kiec&ich burikach. Po fuzi kfe€€ich bunék

s kufecimi fibroblasty doslo k naristu mRNA pro obalovy glykoprotein, u€innéjSimu exportu
genomové RNA a k vy8si produkci polyproteinu Gag. Tyto vysledky naznacuji, Ze sav€im
burikam chybi kufeci faktory nutné pro spravny sestfih a export genomové RNA z jadra. Jak
ing. Koslova spravné podotyka, nemusi to byt vSak jediné kufeci faktory nutné k ucinné
produkci infekénich virionu v sav€ich burikach.

Prace ma celkem 122 stran a je standardné Clenéna na Abstrakty (Cesky a anglicky), Obsah,
Zkratky (4 strany), Uvod, Cile, Literarni pfehled (23 stran), Material a metody (11 stran),
Vysledky (29 stran), Diskuze (11 stran), Zavér, Podil autora na vysledcich, Pouzita literatura
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(pfes 160 citaci) a Prilohy (2 ¢lanky). Ing. Koslova je prvni autorkou obou ¢lanku, které vysly
ve velmi prestiznich ¢asopisech Journal of Virology a Proceedings of the National Academy
of Sciences of the USA.

Prace je napsana ctivé a vystiZzné bez vétSich chyb. Prace obsahuje podrobny obsah
zkratek. Cile jsou jasné definovany. Literarni pfehled je napsany peclivé s dirazem na
mechanizmus vstupu ptacich leukdzovych virl do bunky, sestfih virové mRNA a pfedchozi
poznatky o vstupu RSV do savcich bunék. Metody jsou napsany stru¢né, stylem pouzivanym
pfi psani publikace s Castymi odkazy na dfive popsané metody Ci protokoly vyrobce. Kapitole
o pfipravé plazmidovych konstrukt by prospéla schémata ¢i nacrty klonovacich strategii pro
lepSi pochopitelnost. Vysledkova €ast je rozdélena na dvé hlavni kapitoly, kde jsou
prehledné popsany vysledky z obou pfilozenych publikaci. Z diskuze je patrné, Ze ne
vSechny vysledky byly zahrnuty do dizertace, coz si myslim, je trochu na Skodu napf.
analyza mutaci mimo obalovy gen ¢i mutace v obalovém glykoproteinu, ktera zvySovala jeho
stabilitu a sniZzovala jeho aktivaci (strana 82). V diskuzi Ing. Koslova prokazala, Ze je
schopna kriticky zhodnotit své vysledky a dat je do souvislosti s jiz publikovanymi daty. Zavér
je kratky, ale plné dostacuijici.

Drobné nedostatky:

U obr. 1 (str. 16) chybi u HIV genomu popisek pro gen nef a vyznaceni velikosti genu pro
protedzu je u HIV nepfesné.

T-test ma byt spravné Welchlv a ne Welschuv (str. 47).

V obr. 28 (str. 81) ma byt standardni misto standartni.

Otazky k diskuzi:

1. Jak si vysvétlujete, ze XC-RSV z potkana a H20-RSV z kfecka maji upIné stejné
mutace v obalovém glykoproteinu, i kdyz byl XC-RSV pomnozen na kureti, nez byl
aplikovan do kfecka. Pro€ nedoslo napf. ke ztraté €i ziskani jedné &i vice mutaci.

2. V kapitole 5.1.7 ukazujete, Ze transmembranova podjednotka s L378S mutaci je
schopna infikovat sav€i buriky, kdyz je zkombinovana s povrchovou podjednotkou
z podskupiny B, ale ne z podskupiny A. Jsou obalové glykoproteiny podskupiny C
vice homologni s podskupinou B? Myslite, Zze by stacila mutace L378S ve fuznim
peptidu podskupiny B pro vstup do sav€ich bunék?

Dizerta€ni prace Ing. Koslové pfinesla fadu originalnich védeckych poznatk, které vyustily
ve dvé publikace v renomovanych ¢asopisech. Pfedlozena prace dle mého nazoru spliuje
vSechny nalezitosti, a proto ji doporucuji k obhajobé k ziskani doktorského titulu.

V Praze 31.10 2017 Mgr. Jan Weber, CSc.

Flamirigavo nam. 2 #4200220 183 333 C: 61388083

wb.cas.ar DiC: CZB1388R63




