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Cilem diplomove prace Lucie Sadilkové bylo zjisténi kiizové reaktivity protilatek vyrobenych
v Laboratofi reprodukéni biologie AVCR proti povrchovym proteintim kanéich spermii s proteiny
ptitomnymi v lidskych spermiich. Z panelu monoklonalnich protilatek nejsilngji na lidskych
spermiich reagovala protilatka proti proteinu identifikovanému v extraktu kanéich spermii jako
Rab-2A, proto jsme celou praci zaméfili na tento protein. Pomoci nékolika metodickych piistupt se
Lucie snazila protein Rab-2A nejprve identifikovat, poté také detekovat a lokalizovat v lidskych
spermiich a extracelularnich vezikulech izolovanych ze semenné plazmy. Izoformy proteinu Rab-
2A se ji také podatilo uspésné detekovat v rizné mife také u muza s rozdilnym spermiogramem,
kdy by mohl eventualné slouzit jako marker pro hodnoceni kvality ejakulatu. V zavéru se také
pokusila o vazbu biotinem znacenymi glykoproteiny lidské zona pellucida (ZP) na proteiny
izolované ze spermii.

Velmi dobie si poradila s n¢kolika zcela novymi metodikami, které nebyly u nas v laboratofi
dosud pouzivany, napf. pravé zminénou izolaci extracelularnich vezikul nebo izolaci proteini
z perinuklearni théky spermii. Navic s uspéchem odzkousela nami patentovanou metodu separace
spermii s intaktnim akrozomem (patent cislo 308864). Nékteré experimenty byly naro¢n&jsi na
biologicky material, kterym byly pievazné lidské spermie, ale také ZP z lidskych oocytu. Proto je
z nedostatku tohoto vzacného materidlu nebylo mozné vicekrat opakovat a patfi¢né vyhodnotit.
Problémem se stala piedevsim izolace povrchovych proteint lidskych spermii, kdy poté nebylo
mozné cilené provést experiment vazby téchto proteint na ZP.

Veskeré experimenty diplomantka provadéla samostatné, nckteré pak pod dohledem
konzultantky, véetné piipravy preparati pro hodnoceni lokalizace proteinu Rab-2A ve spermii
pomoci superresolué¢ni mikroskopie. Snimky pak byly pofizeny Dr. Frolikovou, coz je uvedeno
v podékovani piedlozené prace. Béhem sepisovani diplomové prace byla Lucie velmi samostatna,
pfedevSim ocenuji jeji praci s odbornou literaturou pii pifipravé literarni reSerSe a béhem diskuze.
Velmi chvalim jeji kriticky pohled na své vysledky, ktery se odrazil predevsim v ¢asti diskuze a
jasné formulovanych zavérech.

Musim také ocenit aktivitu diplomantky u nas v laboratoti, kdy ndm nad ramec své DP pomahala
testovat i jiné protilatky na preparatech lidskych spermii. Byla spolehliva a vzdy ptistupna diskuzi.

Zavérem lze konstatovat, ze Lucie Sadilkova zvladla celou fadu metodik izolace a detekce
proteind. Jeji vysledky jsou unikatni v identifikaci proteinu Rab-2A v lidskych spermiich a budou
ptipraveny pro publikovani. Lucie pracovala piln¢ a svédomité a vysledky své prace dokazala
nalezité¢ zpracovat a také vyhodnotit. Domnivam se, ze sepsala dobrou diplomovou préaci a
doporucuji ji k obhajobé.
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