!

Oponentsky posudek disertacni prace Ing. Anny Koslové nazvané:

“« REPLIKACNI BLOKY VIRU ROUSOVA SARKOMU V SAVCICH BUNKACH ”

Predlozend disertacni prace Anny Koslové, byla vypracovana v renomované laboratofi

pod vedenim dvou Spickovych retrovirologi; nejprve prof. Jana Svobody a v zavéru pod vedenim
RNDr. Jitiho Hejnara. Je vénovana velmi dulezité, a ptes usili mnoha laboratoti, dosud mélo
objasnéné otazce tykajici se mezidruhovych bariér vedoucich k restrikci viri. Modelem
vybranym pro toto studium byl virus Rousova sarkomu (RSV), tedy virus velmi dobie
charakterizovany ve jmenované laboratofi. Disertantka si vytycila dva cile: a) objasnit, za jakych
okolnosti vstupuje virus do sav¢ich bunék, které nejsou bézné timto ptacim virem infikovany a b)
pro¢ virus, ktery ptestoze do téchto bunck vstoupi, se v nich nemiize replikovat. Autorka pojala
tento kol komplexné s vyuzitim Sirokého spektra molekularné biologickych metod.
Identifikovala mutace obalového glykoproteinu (Env), které ovlivnily tropismus ptivodné
specificky pro kufeci bunky, a navodily schopnost RSV infikovat 1 kie¢¢i nebo lidské bunécné
linie. Zajimavy je fakt, Ze nckteré z mutaci navozujicich savéi tropismus spadaji do
transmembranové oblasti Env. Dale Ing. Koslovéa zjistila, ze sav¢i bunky infikované témito
mutantnimi viry sice neprodukuji infek¢ni viriony, ale mohou tuto schopnost ziskat pii fuzi
s kutecimi fibroblasty. Detailné se disertantka posléze vénovala charakterizaci zmén navozenych
touto fizi a to jak na Urovni transkripce virové RNA, jejiho sestfihu a exportu z jadra, tak
produkce virovych proteint.
Co bych chtél vyzdvihnout je, Ze se jedna o precizné¢ odvedené experimenty odpovidajici na
originalni a jasn¢ formulovanou otazku. O vysoké kvalité jejich vysledki jednozna¢né vypovida i
fakt, Ze je publikovala ve dvou velmi prestiznich Casopisech a na obou publikacich je prvni
v poradi autorti.

Je nesporné, ze autorka prokazala schopnost samostatné védecké prace, vcetné
interpretace dosazenych experimentalnich vysledkii. Méam nasledujici dotaz k problematice
bunécné restrikce. Pro vétSinu retrovirt véetné RSV plati, Ze vytvofeni virovych Castic ze
strukturnich polyproteini Gag je umoznéno interakci téchto molekul s cytoplasmatickou
membranou. V pfipadé HIV byla prokdzana specifickd interakce s fosfatidylinositol-(4,5)-
bisfosfatem (PI-(4,5)-P2) typickym pro cytoplasmatickou membranu (CM) sav€ich bunck. Byly
publikovany mutanty HIV, jejichz Gag se misto na CM vazal na intracelularni membrany
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obsahujici jiné fosfolipidy. U vétSiny savcich retrovira je interakce s CM posilena N-terminalnim
myristoylem v molekule Gag, ktery je po navazani na membranu nahrazen jednim mastnym
fetézcem PI-(4,5)-P2. V Gag RSV vsak tato modifikace chybi. Domniva se disertantka, ze by
neschopnost produktivni infekce mohla souviset s vazbou RSV Gag na jiny typ fosfolipidl nez je
tomu u HIV a dalsich sav€ich retroviri? S tim souvisi otdzka, zda je zndmo zastoupeni
fosfolipidi CM kufecich fibroblastl (je podobné jako v CM sav¢ich bunék)? Dle mého nazoru je
aktivovany RSV infikujici sav¢i bunky, ktery je ale neschopny v nich tvofit ¢astice vhodnym
kandidatem pro genové terapie. Prosim disertantku aby se zamyslela nad divodem dosud malého
pokroku v tomto ohledu. Je problémem napt. nizka infektivita pro ned¢lici se buinky?

Obsahova 1 formalni stranka prace, stejné¢ jako autoreferat, jsou na vyborné Urovni.
Nezbyva nez prat disertantce, aby byla takto uspéSna i v budoucnosti.

Zavérem lze tedy konstatovat, ze disertantka plné€ vyhovéla pozadavkiim kladenym na
uroven disertaéni prace, ktera zavrSuje jeji postgradualni doktorandské studium, a proto

doporucuji pfijmout praci k obhajobé¢ a navrhuji udéleni ptislusného védeckého titulu.

V Praze 9. tijna 2017

prof. Ing. Tomas Ruml, CSec.



