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Diplomova prace Bc. Jany Pickové je zamérena na studium proteinu Erzin a jeho pfipadné role
béhem relokalizace proteinu CD 9 v mySich spermiich. V prvni ¢asti prace se autorka zabyva
lokalizaci a detekci proteinl Ezrinu, actinu a CD9 na mysich spermii. Nasledné se autorka
vénuje ko-imuprecipitaénim experimentim s danymi proteiny, které jsou nakonec
vyhodnocovany pomoci wetsern blot analyzy a hmotnostni spektrometrie. DalSi ¢ast prace se
vénuje kapacitovanym spermiim, kde se autorka pokousi zjistit, zda se v prilbéhu kapacitace
méni zastoupeni fosforylované formy erzinu. Ktomuto Ucelu jsou pouzivany in vitro
kapacitované spermie, které jsou hodnoceny pomoci protilatek a western blot analyzy.

Prace je dobfe napsanad, text je formulovan jasné a ¢lenén prehledné, grafickd ¢ast prace je
zpracovana peclivé. V praci je minimalni mnoiZstvi preklepl a chyb, coZz hodnotim velmi
kladné. Nazev prace mi prijde trochu zavadéjici, jelikoz se v ném mluvi o vSech tfech ERM
proteinech, prace se vSak zabyva jen jednim z nich — Erzinem. Prace je ¢lenéna do osmi kapitol.
Uvodni kapitoly ukazuji, e autorka se orientuje v dané problematice, a 7e zvladla veskeré
pouzivané metody. K Uvodnim kapitolam bych méla dvé pfipominek — 1. nedostate¢né
popisky u obrazk(l. Obrazky by mély mit samostatny popisek, ktery vse jasné vysvétluje, bez
toho aniz by ctenaf musel hledat v textu. Napfriklad obrazky 4.a 5. maji pouze nazev bez
jakéhokoliv popisku. 2. v nékterych ¢astech textu mi chybi na ptislusnych mistech citace.
Napfriklad na strance 9 v poslednim odstavci chybi citace. Zde jsou obzvlasté dilezité, protoze
autorka uvadi dvé studie, které si rozporuiji, ale jelikoZ nejsou citované, neni mozné se na né
blize podivat. Vysledky jsou prezentovany prehledné, jen ¢asto neni jasné, kolikrat byl dany
experiment opakovan. V zdvéru prace jsou pak vysledky shrnuty a podrobné diskutovany.
V diskuzi mi chybély odkazy na pfislusné obrazky/grafy, které by pomohly Iépe se orientovat.

V souhrnu tato prace ukazuje, Ze autorka zvladla Fadu experimentalnich metod a je
schopna vlastni tvorby odborného textu.

Otazky a pripominky:

1) Cekala bych vice identifikovanych peptid(i pro Erzin ve vysledcich z hmotnostniho
spektrometru, kde byly analyzovany proteiny navdzané na kuli¢ky s antierzinovou
protilatkou. Cekala bych, 7e zde bude Erzin nabohaceny. Také 6% pokryti proteinové
sekvence mi prijde pomérné malo. Jaké jsou limity pro hmotnostni spektrometr jaké
mnozstvi identifikovanych peptid( (pokryti sekvence) je brano jako limitni?



V seznamu identifikovanych protein je také uveden Heat shock protein, ktery ma
srovnatelnou molekulovou hmotnost s Erzinem a bylo identifikovano daleko vice
peptidU pro tento protein (také vyssi % pokryti proteinové sekvence), nemate obavy,
Ze protilatka vdm ve vzorcich bude prednostné vazat tento heat shock protein?

2) Ko-lokalizace CD9 a erzinu (obr. 15) mi nepfijde z obrazku tak jasna jako pro EWI-2 a
CD9. Délali jste (nebo je mozné udélat) néjakou kvantifikaci nebo rozsifenou analyzu
obrazu, kde by bylo hodnoceno vétsi mnozstvi spermii?

3) Obr.17 a 18 -V lyzatu nejsou znaceny vami sledované proteiny. Nemate obavy, Ze
doslo k jejich degradaci? V metodach pisete, Ze k lyzatim byly pfidany inhibitory
fosfataz, ale nejsou tam zminény inhibitory proteaz, pokud je v lyzatech nemate,
nemohlo by dochazet k degradaci proteint ve vasich vzorcich?

4) Obecné mi prijde, Ze na proteinovou analyzu (western blot a hmotnostni
spektrometrie) bylo pouzito malo proteinu. Je néjakd moznost, jak pro budouci
experimenty ziskat vétsi mnozstvi protein(? Mate néjakou kontrolu, kolik vdm toho
zUstava na kuli¢kach po eluci? Neni mozné, Ze nizky pocet identifikovanych peptidli z
hmotnostni spektrometrie je zpUsoben tim, Ze vam hodné materialu stale zlstava
na kulickach?

5) Z vasich zavéri to vypada, Ze predpokladate, Zze vami pouzivana erzinova protilatka
rozezndava pouze nefosforylovanou formu Erzinu. Mate toto néjak potvrzené?
(mozna priklad y diplomky).

6) Pomérné mé prekvapily vase vysledky z detekce celkové fosforylace protein(
spermie béhem kapacitace. Vase vysledky ukazuji poéatecni zvyseni a nasledné
snizeni miry fosforylace (po 100 minutdch kapacitace srovnatelné s ¢asem 0) — viz
graf 2. V literature je uvadéno postupné zvySovani fosforylace, je fada publikaci,
kterd toto ukazuje i s pouzitim stejnych metod jako v predkladané praci (napt — Ded
et al.-In vivo exposure to 17B-estradiol triggers premature sperm capacitation in
cauda epididymis nebo Bosakova et al. - New Insight into Sperm Capacitation: A
Novel Mechanism of 17B-Estradiol Signalling). Zarazi mé i znaceni fosfotyrozinové
protilatky, kde jsou na blotu videt pouze dva bandy, zatimco typicky tato protilatka
na lzyatech ze spermii znaci celou rfadu rGizné velikych proteinl. Mohla byte toto,
prosim, néjak komentovat.

7) otazka souvisejici s tou predchozi — kontrolovala jste néjak pribéh kapacitace, abyste
mela jistotu, Ze kapacitace opravdu probéhla v poradku?

Eva Lanska V Praze, dne 29.8.2023



