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Diplomova prace Lucie Sadilkové je zamérena na studium proteinu Rab-2A v lidskych
spermiich. Ke studii tohoto proteinu byly vyuZity biochemické a imunofluorescenéni metody
za vyuziti monoklondlnich protilatek. V prvni ¢asti prdce se autorka vénuje testovani
monoklonadlni protilatky 5C5 proti proteinu RAB-2A, vytvorené v Laboratofi Reprodukéni
Biologie. Protildtka 5C5 byla testovana na proteinech lidskych spermiich a nasledné byly
detekované proteiny analyzovany hmotnostni spektrometrii, kde se pfitomnost proteinu Rab-
2A povedlo prokazat ve vSech bandech znadenych protilatkou 5C5. Dalsi ¢ast préace je
zamérena na detekci proteinu Rab2A v lidskych spermiich po kapacitaci a akrosomalni reakci.
Je zde ukazano, Ze sledovany protein se pravdépodobné uvoliuje ze spermie béhem
acrosomalni reakce. Pokus o detekci proteinu Rab-2a na povrchu spermii pomoci
biochemickych metod nebyl Uspésny. Nasledné byla analyzovdna exprese proteinu Rab-2A u
spermii srdznymi patologiemi, kde autorka prokazala sniZzeni exprese u patologickych
spermii. DalSi ¢ast prace je vénovana lokalizaci proteinu Rab-2a v lidskych spermiich metodou
neptrimé fluorescence za vyuziti konfokdlni superrezoluéni mikroskopie, kde byla ukdzana
zména lokalizace proteinu Rab-2A béhem kapacitace a akrosomalni reakce. Posledni ¢ast
prace je vénovdana detekci Rab-2A v semenné plasmé, kde se povedlo detekovat tento protein
v sekrec¢nich exosomech.

Prace je dobre napsan3, text je formulovan jasné a ¢lenén prehledné, graficka ¢ast prace
(obzvlasté mikroskopické obrazky) je zpracovana velmi peclivé. Prace je ¢lenéna do sedmi
kapitol. Uvodni kapitoly ukazuji, Ze autorka se orientuje v dané problematice, a Ze zvladla
veskeré pouzivané metody. Do literarniho prehledu bych jesté zaradila podkapitolu, ve které
by byla detailné popsana akrosomalni reakce. Vysledky jsou prezentovany prehledné a spliuji
vétsSinu cilG predkladané préce. V zavéru prace jsou pak vysledky shrnuty a podrobné
diskutovany, je zde detailné diskutovana i rozporuplnost nékterych vysledk( a zdlvodnéno,
pro¢ nékteré cile prace nebyly zodpovézeny. Trochu mi v diskuzi chybély odkazy na pfislusné
obrazky/grafy, které by pomohly |épe se orientovat v textu. Dobrou kvalitu diplomové prace
trochu snizuji drobné preklepy(napf.“Axonema ve stfedni ¢ast biciku” str.2, “spermatoliéza”
str.4, “Alkalicky lyza¢ni puf” str. 23,...) a chyby v popisu obrazku (Obr. 16D — 3 myslim, ze
misto ,,neredukujicich podminkach” tam ma byt redukujicich podminkach, Obr. 20 — nesedi
Cislovani vzork(.)

V souhrnu vse ukazuje na to, Ze autorka zvladla studovanou problematiku a je schopna
vlastni tvorby odborného textu. Podle mého nazoru se jedna o dobrou diplomovou praci.



Otazky a pfipominky:

1) Protilatka 5C5 znaci na Western blotu spousty bandd, zatimco u proteinu Rab-2A jsou
znamé pouze dveé isoformy (23.5 kDa a 20.8 kDa), které znaci i komeréni protilatka. V diskuzi
je zminéno, Ze by to mohlo byt rliznymi postransla¢nimi modifikacemi. V souvislosti s timto
mam pdar otdzek:

A) vi se presné, jak jsou schopny jednotlivé postranslacni modifikace ovlivnit migraci
protein(i v gelu? Sedi vami detekované postrasnlaéni modifikace s posunem, ktery vy
pozorujete u jednotlivych bandl (protilatka 5C5 detekuje band o velikosti 30kDa, tedy posun
o 6 kDa)?

B) Neuvazovali jste 0 moznosti, Ze protilatka 5C5 vaze také jiny protein neZ jen Rab-
2A? Nezkouseli jste nebo nepldnujete vyzkouset 2D elektroforézu, kde byste dostali vice
specifické bandy a pfipadné by se dala odhalit moznd vazba 5C5 protilatky na néjaky dalsi
protein?

2) Z analyzy hmotnostni spektrometrie jste museli obdriet celou radu identifikovanych
proteinll z kazdého bandu. Myslim, Ze by seznam vsech identifikovanych proteind mél byt
zahrnut v diplomové préci v ptilohach. Byl mezi identifikovanymi proteiny néjaky, ktery by se
opakoval ve vSech frakcich stejné jako protein Rab-2A?

3) Zkouseli jste pro detekci proteinu Rab-2A u pacientl s rlznymi patologiemi spermii také
pouzit komeréni protildtku proti Rab-2A?

4) U pokusu ukazujiciho vazbu glykoproteinu ZP na proteiny spermii mé prekvapilo, Ze signal
je tak dominantni pro nizkomolekuldrni proteiny (protoZe mezi proteiny vazajicimi ZP je i fada
vysokomolekuldrnich protein) Mate porovnani s jinymi studiemi, je toto bézny jev?

5) Obrazek 32 (izolace PT) — zajimalo by mé, proc€ v pfipadé detekce protilatkou proti proteinu
Rab-2A nebyl zahrnut extrakt protein( vnitfni akrozomalni membrany? Pfislo by mi to
relevantni vzhledem k tomu, Ze u prodlouzenych spermatid Rab-2A zlstava zachovan mimo
jiné na celé vnitini akrozomalni membrané.

6) V zavéru mi trochu chybi shrnuti vasich poznatk( v souvislosti s lokalizaci a funkci proteinu
RAB-2A u spermii. Mohla byste, prosim, kratce shrnout (tfeba graficky) vasi hypotézu, jak se
podle vas protein Rab 2a chovd béhem zrani spermie, jak k jeho relokalizaci dochazi a jaké
jsou podle vas hypotetické funkce proteinu Rab-2A v jednotlivych fazich?

7) Spise navrh neZ otazka — autorka v diskuzi piSe, Ze moznym divodem, pro¢ se nepovedla
izolace povrchovych proteinl je, 7e nékteré proteiny se nepodatilo z avidinovych &astic
uvolnit. Tomu by odpovidal i fakt, ze clusterin (pozitivni kontrola) nebyl detekovan v zadné
frakci (Obr. 23 C nanaska 4 a 5). ReSenim tohoto problému by mohlo byt pouZiti
streptavidinovych kuli¢ek, ze kterych se navazané proteiny nemuseji vymyvat, daji se nanést
i s kulickami rovnou na gel.
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