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Oponentský posudek na dizertační práci Ing. Anny Koslové “Replikační bloky viru Rousova 
sarkomu v savčích buňkách” 
 
Práce byla vypracována v Ústavu molekulární genetiky Akademie věd České republiky pod 
vedením profesora Jana Svobody a doktora Jiřího Hejnara. Dizertační práce se zabývá 
atraktivním tématem o překážkách mezidruhového přenosu virů, které jsou zkoumány na 
modelu viru Rousova sarkomu (RSV). 
 
Předkládaná práce si vytkla dva hlavní cíle. Zjistit jakým způsobem může RSV vstupovat do 
savčích buněk a proč se virus nedokáže v těchto buňkách replikovat. Ing. Koslová zjistila, že 
pro účinný vstup RSV podskupiny C do křeččích buněk jsou dostatečné dvě mutace 
v obalovém glykoproteinu – jedna mutace v povrchové podjednotce (D32G) a druhá mutace 
v transmembránové podjednotce (L378S), přičemž příspěvek mutace L378S pro účinný 
vstup je klíčový. Ing.Koslová dále ukázala, že RSV se zaklonovanou obálkou z viru, který byl 
schopen infikovat křečka, je nyní schopen infikovat nejen křeččí buňky, ale i lidské a kuřecí 
buňky neobsahující příslušný receptor. Tento virus je však méně infekční ve srovnání 
s původním virem. Ing. Koslová zjistila, že nižší infekčnost viru je způsobena mutovaným 
obálkovým glykoproteinem, který snižuje stabilitu viru za vyšší teploty a při nízkém pH. Dále 
dokázala, že mutovaný obálkový glykoprotein má podobnou konformaci jako obálkový 
glykoprotein aktivovaný interakcí s receptorem a ukázala přímou úměru mezi úrovní aktivace 
obálkového glykoproteinu a účinností vstupu viru do savčích buněk. V druhé části své práce 
Ing. Koslová zkoumala proč, když je virus schopen vstoupit do savčí buňky a integrovat svou 
provirovou DNA, tak netvoří infekční viriony. K obnově produkce infekčních virionů v savčích 
buňkách pak dojde po fúzi s kuřecími fibroblasty. Ing. Koslová ukázala, že jedním blokem 
může být špatná regulace sestřihu virových mRNA a velký počet anomálně sestřižených 
virových mRNA. Dalším blokem v křeččích buňkách může být neefektivní export genomové 
RNA, kde bylo pozorováno desetkrát nižší množství genomové RNA v cytoplazmě než 
v jádře. Tento výsledek byl potvrzen také na úrovni exprese kapsidového proteinu p27. Jak 
pomocí imunofluorescenční mikroskopie tak pomocí Western blottingu byla potvrzena velmi 
nízká exprese kapsidového proteinu p27 v křeččích buňkách. Po fúzi křeččích buněk 
s kuřecími fibroblasty došlo k nárůstu mRNA pro obalový glykoprotein, účinnějšímu exportu 
genomové RNA a k vyšší produkci polyproteinu Gag. Tyto výsledky naznačují, že savčím 
buňkám chybí kuřecí faktory nutné pro správný sestřih a export genomové RNA z jádra. Jak 
ing. Koslová správně podotýká, nemusí to být však jediné kuřecí faktory nutné k účinné 
produkci infekčních virionů v savčích buňkách. 
 
Práce má celkem 122 stran a je standardně členěna na Abstrakty (český a anglický), Obsah, 
Zkratky (4 strany), Úvod, Cíle, Literární přehled (23 stran), Materiál a metody (11 stran), 
Výsledky (29 stran), Diskuze (11 stran), Závěr, Podíl autora na výsledcích, Použitá literatura 



 

 

(přes 160 citací) a Přílohy (2 články). Ing. Koslová je první autorkou obou článků, které vyšly 
ve velmi prestižních časopisech Journal of Virology a Proceedings of the National Academy 
of Sciences of the USA. 
 
Práce je napsána čtivě a výstižně bez větších chyb. Práce obsahuje podrobný obsah 
zkratek. Cíle jsou jasně definovány. Literární přehled je napsaný pečlivě s důrazem na 
mechanizmus vstupu ptačích leukózových virů do buňky, sestřih virové mRNA a předchozí 
poznatky o vstupu RSV do savčích buněk. Metody jsou napsány stručně, stylem používaným 
při psaní publikace s častými odkazy na dříve popsané metody či protokoly výrobce. Kapitole 
o přípravě plazmidových konstruktů by prospěla schémata či náčrty klonovacích strategií pro 
lepší pochopitelnost. Výsledková část je rozdělena na dvě hlavní kapitoly, kde jsou 
přehledně popsány výsledky z obou přiložených publikací. Z diskuze je patrné, že ne 
všechny výsledky byly zahrnuty do dizertace, což si myslím, je trochu na škodu např. 
analýza mutací mimo obalový gen či mutace v obalovém glykoproteinu, která zvyšovala jeho 
stabilitu a snižovala jeho aktivaci (strana 82). V diskuzi Ing. Koslová prokázala, že je 
schopná kriticky zhodnotit své výsledky a dát je do souvislostí s již publikovanými daty. Závěr 
je krátký, ale plně dostačující. 
 
Drobné nedostatky: 
U obr. 1 (str. 16) chybí u HIV genomu popisek pro gen nef a vyznačení velikosti genu pro 
proteázu je u HIV nepřesné. 
T-test má být správně Welchův a ne Welschův (str. 47). 
V obr. 28 (str. 81) má být standardní místo standartní. 
 
Otázky k diskuzi: 

1. Jak si vysvětlujete, že XC-RSV z potkana a H20-RSV z křečka mají úplně stejné 
mutace v obalovém glykoproteinu, i když byl XC-RSV pomnožen na kuřeti, než byl 
aplikován do křečka. Proč nedošlo např. ke ztrátě či získání jedné či více mutací. 

2. V kapitole 5.1.7 ukazujete, že transmembránová podjednotka s L378S mutací je 
schopna infikovat savčí buňky, když je zkombinována s povrchovou podjednotkou 
z podskupiny B, ale ne z podskupiny A. Jsou obalové glykoproteiny podskupiny C 
více homologní s podskupinou B? Myslíte, že by stačila mutace L378S ve fúzním 
peptidu podskupiny B pro vstup do savčích buněk? 

 
 
Dizertační práce Ing. Koslové přinesla řadu originálních vědeckých poznatků, které vyústily 
ve dvě publikace v renomovaných časopisech. Předložená práce dle mého názoru splňuje 
všechny náležitosti, a proto ji doporučuji k obhajobě k získání doktorského titulu. 
 
 
 
 
V Praze 31.10 2017      Mgr. Jan Weber, CSc. 
 


