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Posudek $kolitelky na diplomovou praci Magdy Tejnické na téma:

» V1iv estrogennich hormonii na kapacitaci a akrozomalni reakci mySich
spermii in vitro“

Cilem diplomové prace Magdy Tejnické bylo sledovat vliv estrogennich hormont 17-beta-
estradiolu, estronu, estriolu a syntetického 17-alfa-ethynylestradiolu na kapacitaci a
akrozomalni reakci mySich spermii kmene BALB/c in vitro. Estrogeny byly fedény etanolem
do péti ruznych koncentraci, a to 0.02; 0.2; 2; 20 a 200 ng/ml (0.1nM, 1nM, 10nM, 100nM,
1uM). Z ¢ehoz nejnizsi dvé koncentrace estrogent 0,02 ng/ml a 0,2 ng/ml jsou fyziologické
koncentrace téchto hormonti v plazmé €i rete testis dospélych mysi, nasledujici dvé
koncentrace 2 ng/ml a 20 ng/ml jsou fyziologické u mysi v misté ovulace a posledni nami
pouzita koncentrace 200 ng/ml je tudiz 10-ti nasobek fyziologické ovula¢ni koncentrace a
slouzila jako referen¢ni hodnota, v ptipadé, ze by koncentrace fyziologické nenastolily
zadnou odpoved.

Estrogeny jsou zasadni pro spravny prub¢h spermatogeneze, jakoz i pro ziskani fertiliza¢ni
schopnosti epididymalnich spermii. Spermatické bunky ve stadiich spermatogeneze, jakoz 1
somatické buriky testikularni tkdné¢ obsahuji na svém povrchu estrogenni receptory, tyto
receptory jsou detekovany 1 na spermiich po dokoncené spermateliéze. Je prokazano, Ze
estrogenni receptory alfa 1 beta, které se diive vétilo, Ze patii pouze do rodiny jadernych
receptord, jsou translokovany do plazmatické membrény a tudiz jsou schopny reagovat
negenomovou rychlou odpovédi na koncentrace jednotlivych estrogennich hormond.
Samoziejmé je mozna i¢ast i na receptory nezavislé cesty vstupu estrogennich hormonu do
spermatické buniky. Pouze spravna hladina je schopna navodit fyziologicky pribéh
spermatogeneze a rovnéZ spravnou maturaci epididymalnich spermii jakoZ i naslednou
kapacitaci. Z mnohych divodi je nejzajimavéjsi 17-beta-estradiol. Tento hormon je schopny
exkluzivné regulovat prinik jednotlivych iont dovnitt ¢i vné spermatické buiky a tim
stimulovat ¢i inhibovat kapacitacni drahu cAMP a PKA. Bohuzel jeho koncentrace, jakoz i
koncentrace ostatnich estrogennich hormonti v Zivotnim prostiedi vzrista a tyto hormony jsou
ptitomny v pitné vodé¢ v desitkach aZ stovkach nano molii a nejsou odstrafiovany pfi Cisténi



vodnich zdroji. Timto mohou estrogeny ptisobit na mnohé organizmy na rtiznych trovnich
regulace, véetné spermatogeneze a kapacitace savcil.

Kapacitace je aktivnim stadiem piipravy spermie na oplozeni, ptedchazi akrozomalni reakci a
je pro ziskani schopnosti splynuti gamet zasadni. Mezi kapacita¢ni procesy se mimo jiné fadi
narust tyrozinové fosforylace proteinii v hlavi¢ce spermie a s tim souvisejici zmény
cytoskeletu, které jsou nezbytné pro naslednou zona pellucida indukovanou akrozomalni
reakci. Praveé na zaklad¢ tyrozinové fosforylace je mozné posoudit prubéh kapacitace a
ptipravenost spermie k oplozeni za experimentalnich podminek in vitro.

Ukolem studentky v této diplomové praci bylo hodnotit vliv danych estrogennich hormonti na
miru tyrozinové fosforylace v hlavicce spermii resp. v lyzatu celé spermie pii stézejnich
Casech kapacitace in vitro, a to jak pod fluorescen¢nim mikroskopem, tak pomoci SDS-PAGE
elektroforézy. Paraleln¢ byl rovnéz hodnocen pomoci imunofluorescen¢niho znaceni stav
akrozoému po kalcium ionoforem indukované akrozomalni reakci u kapacitovanych spermii

Vv jednotlivych ¢asech. Studentka se v ramci svoji DP méla moZnost seznamit s problematikou
stavby a funkce savéi spermie, molekularnimi mechanizmy kapacitace a akrozomalni reakce,
hormondlni regulaci spermatogeneze, jakoz 1 funkci a mechanizmem ptlisobeni estrogennich
hormonti v sam¢i reprodukci, s jejich transportnim systémem a funkei jejich specifickych
receptort.

Studentka Magda Tejnicka predklada piepracovanou verzi svoji diplomové prace, do které
zapracovala vznesené pripominky a kriticky se snazila zhodnotit svoje ziskané vysledky.

Pivodni znaéné rozsahly tivod byl zkracen ze 40 na 28 stran a je nyni vyhradné zaméten na
problematiku vztahujici se k tématu DP. Kapitola material a metody krom¢é malych detaila
zustala v pivodni podob¢ a odrazi Sirokou paletu metod, spojenych s metodikou in vitro
kapacitace spermii a naslednou indukci akrozomalni reakce, véetné jejich izolace z distalniho
regionu cauda epididymis. Kapitola je dopIlnéna fotodokumentaci nékterych postupt.

Kapitola vysledky byla studentkou piepracovana od zakladu, ptiivodni ziskana data byla
zptehlednéna a rozséhlé popisy byly nahrazeny tabulkami, které maji vypovidaci hodnotu.
Vysledky byly rovnéz propojeny a logicky sefazeny. Rovnéz byly vynechany nesmysIné se
opakujici staté popisujici metodiku ptipravy, kterd je popséna Vv piislusné kapitole material a
metody. Samoziejmé stale plati mij pivodni nazor, Ze by bylo tfeba mnohé experimenty
opakovat, data doplnit a ptipadné expandovat dale pti vybéru detekénich metod a hodnoceni.
Nicméné bylo dohodnuto s pfedsedou zkuSebni komise, Doc. RNDr. Petrem Folkem, CSc., Ze
pro piepracovani DP nepftistoupime k ziskavani novych primarnich dat, ale vysledky budou
pfepracovany za pouziti dat ptivodnich.

Kapitola diskuse byla rovnéz napsana zcela nové, nyni z ptivodnich nastfelovych 3 stran
vzniklo 9 plnych stran textu. Domnivam se, ze v diskusi se Magda ptekonala a upfimné se
snazila o kvalitni diskusi tématu, kritické zhodnoceni a diskusi ziskanych vysledku vcetné
propojeni jednotlivych Casti v jeden celek, ktery ptisobi ucelené. Dle mého nazoru diskuse
odrazi hlubsi pochopeni problematiky a schopnost studentky dat véci do souvislosti.



V ramci celého projektu byla ve skupiné prace zopakovana a byla ziskana nova data, z jejichz
statistického zpracovani ve strucnosti vyplyva, ze estrogenni hormony pfi kapacitaci in vitro
maji na mysi spermie prokapacitacni vliv, tudiz urychluji oproti kontrole tyrozinovou
fosforylaci specifickych proteint. Tento efekt byl nejvice patrny pii ¢ase kapacitace 30 a 60
min, téméf u vSech experimentalnich koncentraci ptirozenych estrogennich hormont a
pretrvaval po dobu celé kapacitace u syntetického 17-alfa-ethynylestradiolu. U kontrolnich
vzorkl dosahuje fyziologicky tyrozinova fosforylace maxima v ¢ase 90 min, kdy i mysi
spermie ziskdvaji linearni hyperaktivacni trajektorii pohybu a jsou piipraveny k oplozeni.
Naopak prave u spermii kapacitovanych s estrogennimi hormony dochazi k nartstu
tyrozinove fosforylaci o hodinu diive. Zajimavé je, ze opakované hodnoceni akrozomalni
reakce ovSem potvrzuje, ze spermie experimentalnich skupin maji statisticky vyznamné
snizené procento spermii schopnych projit kalcium ionoforem indukovanou AR. Z toho se da
usuzovat, ze spravné nacasovani jednotlivych po sob¢ jdoucich déji, jako je tyrozinova
fosforylace a na ni zavisla aktinova polymerizace s naslednou prudkou depolymeraci pfti
akrozomalni reakci nebézi shodné, pokud jsou tyto déje urychleny napt. ptitomnosti vyssiho
mnozstvi estrogennich hormonti. V budoucnu se bude pokra¢ovat v experimentech
zahrnujicich in vitro oplozenim oocytti a ptipadné in vivo studii. Rovnéz byla ¢asteéné
zodpovézena otazka zda epididymalni spermie nesou na svém povrchu vazany estradiol pti
jejich vstupu do kapacitacniho procesu. Bohuzel ziskavani téchto vysledkti se Magda
neucastnila.

Na zavér pii hodnoceni studentky by mélo zaznit, ze pies tskali ¢tyt let, které provazelo
vypracovani této DP, Magda pii jejim pfepracovani vynaloZila dle mého nazoru zna¢né usili,
coz se o¢ividné odrazi v této piedlozené verzi. Magda nakonec prokazala, Ze je schopna a
dostate¢né motivovana k dokonceni studia. Vétim, ze Magda piepracovanim prace ziskala
dostate¢ny vhled do problematiky a jeji pochopeni.

Piedlozena ptepracovana prace Magdy Tejnické splituje dle mého ndzoru vSechny formalni
pozadavky kladené na diplomovou praci, a proto ji doporucuji k obhajobg.
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