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Diplomová práce Bc. Jany Pickové je zaměřena na studium proteinu Erzin a jeho případné role 

během relokalizace proteinu CD 9 v myších spermiích. V první části práce se autorka zabývá 

lokalizací a detekcí proteinů Ezrinu, actinu a CD9 na myších spermií. Následně se autorka 

věnuje ko-imuprecipitačním experimentům s danými proteiny, které jsou nakonec 

vyhodnocovány pomocí wetsern blot analýzy a hmotnostní spektrometrie. Další část práce se 

věnuje kapacitovaným spermiím, kde se autorka pokouší zjistit, zda se v průběhu kapacitace 

mění zastoupení fosforylované formy erzinu. K tomuto účelu jsou používány in vitro 

kapacitované spermie, které jsou hodnoceny pomocí protilátek a western blot analýzy.  

 

 

Práce je dobře napsaná, text je formulován jasně a členěn přehledně, grafická část práce je 

zpracována pečlivě. V práci je minimální množství překlepů a chyb, což hodnotím velmi 

kladně. Název práce mi přijde trochu zavádějící, jelikož se v něm mluví o všech třech ERM 

proteinech, práce se však zabývá jen jedním z nich – Erzinem. Práce je členěna do osmi kapitol. 

Úvodní kapitoly ukazují, že autorka se orientuje v dané problematice, a že zvládla veškeré 

používané metody. K úvodním kapitolám bych měla dvě připomínek – 1. nedostatečné 

popisky u obrázků. Obrázky by měly mít samostatný popisek, který vše jasně vysvětluje, bez 

toho aniž by čtenář musel hledat v textu. Například obrázky 4.a 5. mají pouze název bez 

jakéhokoliv popisku. 2. v některých částech textu mi chybí na příslušných místech citace. 

Například na stránce 9 v posledním odstavci chybí citace. Zde jsou obzvláště důležité, protože 

autorka uvádí dvě studie, které si rozporují, ale jelikož nejsou citované, není možné se na ně 

blíže podívat. Výsledky jsou prezentovány přehledně, jen často není jasné, kolikrát byl daný 

experiment opakován. V závěru práce jsou pak výsledky shrnuty a podrobně diskutovány. 

V diskuzi mi chyběly odkazy na příslušné obrázky/grafy, které by pomohly lépe se orientovat. 

 

V souhrnu tato práce ukazuje, že autorka zvládla řadu experimentálních metod a je 

schopna vlastní tvorby odborného textu. 

 

 
Otázky a připomínky:  
 

1) Čekala bych více identifikovaných peptidů pro Erzin ve výsledcích z hmotnostního 
spektrometru, kde byly analyzovány proteiny navázané na kuličky s antierzinovou 
protilátkou. Čekala bych, že zde bude Erzin nabohacený. Také 6% pokrytí proteinové 
sekvence mi přijde poměrně málo. Jaké jsou limity pro hmotnostní spektrometr jaké 
množství identifikovaných peptidů (pokrytí sekvence) je bráno jako limitní? 



V seznamu identifikovaných proteinů je také uveden Heat shock protein, který má 
srovnatelnou molekulovou hmotnost s Erzinem a bylo identifikováno  daleko více 
peptidů pro tento protein (také vyšší % pokrytí proteinové sekvence), nemáte obavy, 
že protilátka vám ve vzorcích bude přednostně vázat tento heat shock protein?  

 
2) Ko-lokalizace CD9 a erzinu (obr. 15) mi nepřijde z obrázku tak jasná jako pro EWI-2 a 

CD9. Dělali jste (nebo je možné udělat) nějakou kvantifikaci nebo rozšířenou analýzu 
obrazu, kde by bylo hodnoceno větší množství spermií? 
 

3) Obr.17 a 18 – V lyzátu nejsou značeny vámi sledované proteiny. Nemáte obavy, že 
došlo k jejich degradaci? V metodách píšete, že k lyzátům byly přidány inhibitory 
fosfatáz, ale nejsou tam zmíněny inhibitory proteáz, pokud je v lyzátech nemáte, 
nemohlo by docházet k degradaci proteinů ve vašich vzorcích? 
 

4) Obecně mi přijde, že na proteinovou analýzu (western blot a hmotnostní 
spektrometrie) bylo použito málo proteinu. Je nějaká možnost, jak pro budoucí 
experimenty získat větší množství proteinů? Máte nějakou kontrolu, kolik vám toho 
zůstává na kuličkách po eluci? Není možné, že nízký počet identifikovaných peptidů z 
hmotnostní spektrometrie je způsoben tím, že vám hodně materiálu stále  zůstává 
na kuličkách? 
 

5) Z vašich závěrů to vypadá, že předpokládáte, že vámi používaná erzinová protilátka 
rozeznává pouze nefosforylovanou formu Erzinu. Máte toto nějak potvrzené? 
(možná příklad y diplomky).  
 

6) Poměrně mě překvapily vaše výsledky z detekce celkové fosforylace proteinů 
spermie během kapacitace. Vaše výsledky ukazují počáteční zvýšení a následné 
snížení míry fosforylace (po 100 minutách kapacitace srovnatelné s časem 0) – viz 
graf 2. V literatuře je uváděno postupné zvyšování fosforylace, je řada publikací, 
která toto ukazuje i s použitím stejných metod jako v předkládané práci (např – Ded 
et al.-In vivo exposure to 17β-estradiol triggers premature sperm capacitation in 
cauda epididymis nebo Bosakova et al. - New Insight into Sperm Capacitation: A 
Novel Mechanism of 17β-Estradiol Signalling). Zaráží mě i značení fosfotyrozinové 
protilátky, kde jsou na blotu videt pouze dva bandy, zatímco typicky tato protilátka 
na lzyátech ze spermií značí celou řadu různě velikých proteinů. Mohla byte toto, 
prosím, nějak komentovat. 
 

7) otázka související s tou předchozí – kontrolovala jste nějak průběh kapacitace, abyste 
mela jistotu, že kapacitace opravdu proběhla v pořádku?  
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