Oponentsky posudek na diplomovou prdci Evy Hanzlikové

STUDIUM VAZBY SPERMIE NA OVIDUKTALNI EPITEL PRASNICE

Reprodukce je velmi komplexni proces po¢inajici vyvojem gamet a kon¢ici jejich splynutim a vznikem
nového jedince. Aby doslo k setkani spermie s vajickem ve spravnou dobu a na spravném misté, musi
byt tato udalost velmi pfesné nacasovana. Jakmile se spermie dostanou do sami¢iho pohlavniho traktu,
jsou zachyceny v istmické ¢asti oviduktu. V tomto rezervoaru mohou byt spermie uskladnény az
nékolik dni a vy¢kavaji na impuls dany ovulujicim oocytem. Princip zachyceni spermii v oviduktu je
zaloZen na interakci povrchovych proteind spermie se sacharidovymi fetézci pfitomnymi na povrchu
bunék epitelu.

Diplomova prace Evy Hanzlikové je zaméfena na podstatu interakci povrchovych proteint spermie
(pochéazejicich ze semenné plasmy) s komponentami oviduktalni tekutiny u prasete a vlivu
oligosacharidovych fetézcti glykoproteini piitomnych v oviduktalni tekutin€ na tuto interakeci.
Literarni ivod obsahuje popis saméiho i sami¢iho urogenitalniho traktu prasat, stavbu gamet, Glohu
rezervoaru spermii a proces fertilizace. Néasleduji dosud publikované poznatky o proteinech semenné
plasmy, o slozeni oviduktalni tekutiny a interakcich proteint kan¢i semenné plasmy s epitelem

a tekutinou oviduktu.

Kapitola Material a Metody je celkem piehledné roz¢lenéna do podkapitol tykajicich se separa¢nich

a analytickych metod, modifikace proteint a studia proteinovych interakci. BohuZel zde zcela
postradam metodiku pro fluorescenéni mikroskopii (kap. 3.6) a popis vlivu autolyzy proteinti
oviduktalni tekutiny na vazbu s proteiny kan¢i semenné plasmy (kap. 3.11).

Vysledky jsou shrnuty do n€kolika grafii, tabulek a obrazkd.

K praci bych méla nékolik formalnich i véenych pripominek a dotazii:

Uvod

latinsky nazev druhu psat kurzivou, pokud jsou pouzivéany latinské nazvy zona pellucida (str. 12),
cauda epididmis (str. 4) — tak by se nemély sklofiovat, neni ujednoceno

Spatné odkazy na strany u obrazkl v textu

dochazi k tvorbé rezervodru spermit, ktery napomdhd ke zvyseni uspésnosti pareni (str. 3) — spise
uspésnosti oplodnéni

oplodnéna vajicka se vyviji az do narozeni (str. 3) — pouzila bych vyrazu embrya

odkaz na kap. 1.1.3 (str. 3) za vétou vytvdreni zatky ze sekretit Cowperovych Zldz je chybny (ta se tyka
pohlavniho cyklu samice)

které jiné pohlavni hormony se tvoii ve varlatech nez testosteron? (str. 4)

obr. 2b — epididymis x epididymidis (jednotné x mnozné ¢islo)

cumulus oophorus - neni obal vajicka, shluk kumulérnich buné€k folikulu okolo vaji¢ka

obr. 4b — mitochondrie lokalizovdny na biciku — ptesnéji v biciku

popis hustoty naboje na povrchu spermie (str. 9) — nevyplyva z néj, k ¢emu je dulezity, upfednostnila
bych popis slozeni epididymalni tekutiny

tvrzeni, Ze na povrch se asociuje predevsim AWN spermadhesin je trochu zavadéjici a neodpovida
citaci [20] Ekhlasi (2005), ktera je mimo jiné uvadéna jesté pod ¢islem [66]

zména modelu pohybu biciku — spiSe charakteru (str. 11)

tvrzeni uchyti se pomoci receptori typu integrinit a nejen jich (str. 12) se mi zda dost nekonkrétni

nazev kap. 1.4.1 SloZeni (viz. tab. 1) — odkaz na tabulku bych do ndzvu nedévala — navrhuji jiny nazev
Proteiny semenné plasmy

(str. 13) cit. [36] Manaskova 2002 se tyka proteintd prostaty, ne semenné plasmy

upfednostnila bych zkratku heparin vazajicich a nevazajicich proteini H" a H™ psat s hornim indexem

PSP nemaji Mr = 14 000, ale v rozmezi 12-17 000 a ur¢ité se nejedna o cit. Manaskova 2002 (opét
proteiny prostaty)

cit. [38] Manaskova 1999 nevystihuje piesné, co je napsano, uvedla bych citaci Jondkova 1998 [39]



skupina glykoproteind, které maji schopnost vazat zona pellucida jsou identické se spermadhesiny
Parry 1992

B-microseminoprotein neni exprimovan v testes, zatim byl prokazan pouze v prostaté, v cit. [42] o tom
neni rozhodné zminka

cit. [43] Jeng 2001 se netyka arylsulfatasy, ale B-microseminoproteinu, ma byt uvedena cit. [44]
Gadella 1993, ta je uvedena nespravné na str. 14 u agregovanych forem proteini semenné plasmy

citace [37, 44] u agregovanych forem jsou $patné, mély byt Manaskova 1999 a 2000

a u interakci ne Manaskova 2000 [45], ale Mariaskova 2003 (vzéjemné interakce mezi proteiny kanci
semenné plasmy)

u interakci s kyselymi polysacharidy je opét $patna citace [37] Manaskova 2002 (proteiny prostaty),
stejné tak interakce se ZP nema byt Manaskova 2003, ale Manaskova 1999 nebo 2000

citace se nemusi opakovat za kazdou vétou, pokud jsou ze stejného zdroje, ale staci az na konci
odstavce

DQH protein neni spermadhesin

str. 15, tabulka 2 — v popisu jsou SPI a protein X, které viibec v tabulce nefiguruji

odkaz na tabulku by mél byt v textu, ne v nazvu kapitoly

meélo by zaznit, Ze proteiny semenné plasmy se vazi na povrch spermie pii ejakulaci, z toho vyplyva, Ze
jsou povrchovymi proteiny spermie a mohou se uéastnit dalSich krokd reprodukce, jako je napt.
tvorba rezervoaru spermii v oviduktu, tedy interakce s glykoproteiny ptitomnymi v tekutiné nebo na
povrchu epitelidlnich bunék oviduktu

pro¢ autorka pouzivd mnozného &isla oviduktalni tekutiny?

mannan X manosa

postradam vysvétleni zkratky WGA v textu a PSM a BSM v popisu tabulky

co znamena véta (str. 18) Obé frakce kanci semenné plasmy v oviduktdlnich tekutindch reaguji
predevsim s glykoproteiny?

v cili prace bych nepouzivala zkratku POT, ktera navic neni definovéna

Metody

ocenila bych princip metod

zcela chybi metodika k fluorescencéni mikroskopii a sledovani zmény vazby POT a proteintt KSP pti
autolyze

podafilo se dostateéné rozpustit proteiny KSP a oviduktalni tekutiny v destilované vodé?

pokojovda teplota — spiSe laboratorni

pro centrifugaci 500 g kurzivou nebo x g

pouzivala bych spiSe byla ziskana neZz ziskala se

elektroforeza x elektroforesa (sjednotit), spravné elektroforéza nebo elektroforesa

Vysledky

kap. 3.1 — Pro¢ byl pouzit jako navazovaci pufr pro afinitni chromatografii 0,2 M NHsHCO3? Pro¢ ne
PBS? Jaké bylo pH pufru?

Pro¢ graf 1 (priibéh afinitni chromatografie) neza¢ina v nule? Jaky byl v tom pfipadé referenéni roztok,
proti kterému byly hodnoty ukazujici pribéh chromatografie naméfeny? v popisu grafu by meély byt
znovu vysvétleny pouzité zkratky

kap. 3.2 — sjednotit SDS-elektroforesa nebo bez pomlcky

v popisu obr. 6 bych nepouzivala vyraz ndnos pro nanesené mnozstvi proteinu, standard ne standart

v obr. 6C chybi draha 2

posunuté Sipky s hodnotami Mr standardti — zavadéjici, u B a C chybi a standardy nejsou vidét

pfipadé mi podivné pokud barveni Coomassie blue ukazuje na degradaci proteintt OT (6A, 3 a 6) po
chemické deglykosylaci, tak naopak proteiny obarvené stiibrem se zdaji byt nedegradovany (6B, 2),
predpokladam, Ze jde o chybu v popisu obrazku

obréazek neni v textu fadné vysvétlen (viz draha...), skute¢né ma majoritni protein Mr 65 000?



autorka pise, Ze celkovou chemickou deglykosylaci nebereme v potaz, protoZe i pres opakované pokusy
dochazelo k degradaci, coz je vidét na obr. 6A (3 a 6), ale na obr. 6B (2) se to tak jiZ nejevi a
ptekvapuje mne, ze ptesto v dal§ich pokusech (studium vazby POT na KSP, kap.3.5 a 3.8) byly
pouzity takto deglykosylované biotinem znacené proteiny

kap. 3.3 — obr. 7 (str. 36) je stejny jako polovina obr. 6 (str. 34) a je vysvétlovan dvakrat na rliznych
mistech

jak si autorka vysvétluje vymizeni prouzkd u POT po chemické desialyzaci po barveni na
glykoproteiny, kdyz sialové kyseliny jsou na koncich oligosacharidovych fetézcet, a tudiz po
odstranéni pouze téchto koncovych sacharidd (Sia) by méla zbyla ¢ast oligosacharidového fetézce
glykoproteinu byt barvitelné touto metodou?

kap. 3.4 (str. 35) chybi tabulka 8, na kterou je odkaz v textu, pro¢ autorka pouzila metodu pro uréeni
mnozstvi sialovych kyselin, pfi které dochazi ke spolustanoveni i dalSich monosacharidi a tedy
zavéadéjicim hodnotdm?

kap. 3.5 (str. 37) nazev Identifikace agens odpovédného za vazbu spermie na oviduktdlni tekutiny
naprosto nevystihuje vysledky popsané v této kapitole, nehled¢ na slovo agens, kterému tak Gplné
nerozumim ’

nepouzila bych vyraz ucastnik interakce

veété Proteiny KSP tedy pravdépodobné zprostiedkovavaji rozpoznavact funkci, k niz je zapotrebi
nedenaturovand struktura zcela nerozumim, je logické, Ze pro interakci in vivo je takova struktura
nutnosti, neni mozné, Ze se ztraci vazebna schopnost proteinit KSP po SDS-PAGE k POT z toho
davodu, Ze tyto proteiny by mohly mit vétsi afinitu k POT ve svych agregovanych formach, ve
kterych se ptirozené vyskytuji?

v obr. § je Spatny nazev, nejedna se o elektroforeticky rozdélené proteiny KSP, ale POT

v textu je popsano, Ze vazba H' proteint s POT je siln&ji (obr. 8B, 1) nez H proteint (obr. 8A, 1), coz
se mi z obrazku nejevi, na obr. 8A (1) je viditelny prouzek okolo 42 000 a druhy pravdépodobné
v oblasti 65 000 (nejsou mol. hm. standardt), na rozdil od obr. 8B, kde je pouze téméf neviditelna
Smouha; také barveni proteini OT na membrané pomoci Ponceau se mi zda nedostateéné (obr. 8C)

myslim, Ze se jedn& o pomérné slabé vazby mezi POT a proteiny KSP, byl pouZit substrat pro Px
chlornaftol, ktery myslim neni dostate¢né citlivy a doporucila bych pouziti napt. substratu TMB nebo
metody chemiluminiscence

uvitala bych kontrolu biotinem znacenych proteinti, které byly pouzity, rozdélenych SDS-PAGE a
prenesenych na NC- membranu pomoci avidin-Px

pouzity biotinem znacené deglykosylované POT, které se jevi jako degradované (obr. 6, str. 34)

kap. 3.6 lokalizace — chybi metodika, §lo o ejakulované kanci spermie? Pro¢ byl pouzit derivat FITC
pro POT a RITC pro proteiny KSP? Rozpustily se pii ptipravé FITC a RITC derivatt proteiny KSP a
POT v pufru o pH 8,5? Byla vazba provadéna najednou, postupné nebo zvlast’ a v suspenzi? Byla
provedena néjaké negativni kontrola?

podle obrazku se mi popis v textu nejevi zcela spravny nebo jsou obrazky piehozeny, podle mého
nazoru se proteiny KSP (pokud jde opravdu o obrazek vlevo) vazou do postakrosomalni oblasti
hlavi¢ky a stfedni ¢asti bi¢iku (nepouzivala bych angl. terminu middle piece), zatimco POT se vaZou
do oblasti akrosomu a stfedni ¢asti bi¢iku

kap. 3.7 — graf 2 — co znamené pozadi? vazba s avidin-Px?

z vysledki zcela nevyplyva jaky blokdtor (1épe feceno desaktivaéni ¢inidlo) byl vybran pro dalsi
studium metodou ELBA, podle metodik jde pravdépodobné o BSA, i kdyZ s nim biotinylované POT
slabé reaguji a nejlépe se mi jevi rybi zelatina

kap. 3.8 — graf 3 — co znamena pojem neovlivnénd vazba? Je tim mySlena vazba nativnich POT
s proteiny KSP? Jaky je rozdil v sile vazby mezi POT a proteiny KSP u H" a H™ frakce podle metody
ELBA? Opét pouzity biotinem znaéené deglykosylované POT, které se jevi degradované (obr. 6, str.
34)

kap. 3.9 — graf 4 — opét co znamena neovlivnénd vazba?

kap. 3.10 — v textu casovd zavislost vazby deglykosylovanych POT s proteiny KSP predpokladam, ze
mé autorka spiSe na mysli zavislost vazby na dobé (tedy mite) deglykosylace
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grafy 5, 6, 7, 8, 9 — méla by byt uvedena také hodnota v ¢ase nula jako 100% vazby, pro¢ je kontrola
(6) niZ8i nez vazba ovlivnéna deglykosylacemi? popis osy y ponékud zavadéjici %vazby
neupravenych POT s KSP

kap. 3.11 — nesjednoceno autolyza x autolysa, chybi metodika

pro prehlednost lepsi popis grafu 9 v textu (napt. viz kiivka ...), ¢ara x kiivka

z vysledku studia vlivu autolyzy POT na vazbu s proteiny KSP vyplyva, Ze vSechny piedchézejici
vazebné testy by mély byt provadény béhem velmi kratké doby (% vazby se sniZuje téméf okamziteé)
nebo v ptitomnosti inhibitorti proteinas, aby nedochézelo k autolyze POT

Diskuse

bylo by jasnéjsi, pokud by autorka zdlraznila, Ze PNGasa F odstépuje N-vazané oligosacharidové
fetézce z glykoproteini

nerozumim odkazu na kap. 3.6 (Topologicka lokalizace na spermiich) v tvrzeni, Ze Mimo jiné
odstranéni sialovych kyselin vede k vyraznému sniZeni interakce i s jinymi proteiny nez jen s KSP.

Jak si autorka vysvétluje rozdilnou vazbu proteinti oviduktalni tekutiny a proteinti KSP na spermii, jaké
zavéry by z toho vyvodila?

Vedle mnozstvi pieklept a dokonce i gramatickych chyb, které by se nemély v odborném textu viibec
objevit, se zde vyskytuji také dalsi formalni chyby (rdzna velikost pisma, odsazeni odstavce,
nejednotnd uprava citaci v seznamu literatury,...).

Seznam mych ptipominek a dotazi je pon€kud obsahly. Pfesto si myslim, Ze diplomové prace Evy
Hanzlikové ma zajimavou myslenku a zaklad, ktery byl nastinén v diskusi a tyka se inhibi¢niho
mechanismu tvorby rezervoaru spermii v oviduktu pomoci oviduktalni tekutiny, vlivu jednotlivych
sacharidll v postrannich fetézcich glykoproteint v ni ptitomnych a také regulace vazby spermii na
oviduktalni epitel zprostfedkované proteolytickou aktivitou. Bohuzel mam pocit, Ze autorka nevénovala
dostate¢nou pozornost nejen sepsanému textu, ale i uspofadani a interpretaci svych experimentti a
vysledku. Pres vSechny mé vytky, si myslim, Ze diplomova prace Evy Hanzlikové mtze byt pfedloZena
k obhajobg.

V Praze 17.5.2007

RNDr. Pavla Matiaskova, PhD.




