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Néazev prace: Vliv morfologické variability spermii na sloZeni proteomu mySovitych hlodavca

Skolitel: doc. Mgr. Pavel Stopka, Ph.D.

Diplomova prace Terezy Drozdové je zaméfena na komplexni analyzu proteomu ve vztahu k morfologii
spermii u tff mysovitych hlodavci.

Zhodnoceni jazykové a formalni stranky DP:

Jazyk prace je velmi dobry, pieklept je v praci minimum, jen hned v tivodu je gramaticka chyba ve slové
,Vvyplyvat« a déle v textu (str. 39) chyba ve slové ,,glykolytickych® mélo byt ,,glykolytickych®. V ¢eském
textu bych u ¢asti bi¢iku spermie pouzivala misto midpiece, principal a end piece ¢eské pieklady: stiedni
nebo mitochondrialni ¢ast, hlavni a koncova ¢ast. Takeé bych se piiklanéla k pouzivani pojmu hlavicka
spermie ne hlava, popt. vyraz ,,korelat” bych nahradila opisem ,,ve vzajemném vztahu®. V celém textu
by mélo byt sjednoceno proteasom vs. proteazom, akrozom vs. akrosom. Nazvy gentu by mély byt psany
kurzivou, podobné by mélo byt sjednoceno psani zZivocisného rodu Vv latiné kurzivou. Obcas se v textu
vyskytuje nékolik zavorek za sebou (str. 25), coz by $lo vyfesit napt. dvojteckou ¢i vyctem oddélenym
¢arkami. V metodice je uvadéno 500G pro centrifugaci, oznacuje se 500 x g nebo 500g a PBS by m¢lo
byt definovéno, zda je komer¢ni ¢i hamichano a v jakém slozeni. Chybi odkazy na obrazky v textu jak
Vv literarnim ptehledu, tak ve vysledcich.

Hodnoceni a dotazy k jednotlivym ¢astem DP:

Literarni reSerSe podrobné uvadi do problematiky prace, kterad je koncipovana na strategii oplodnéni
u mysovitych hlodavci, a to pfedev§im v souvislosti s morfologii spermii a reprodukénim chovanim
druhti. Samostatna kapitola je také vénovana pfimo proteomu spermii hlodavct. Autorka Cerpala z vice
nez 120 odbornych publikaci. K této ¢asti mam né€kolik poznamek a dotazu.

Poznamky:

1) Autorka piSe: ,,U ¢lovéka pokryva akrozom jen 40 — 70 % povrchu hlavicky*. Pfiklanéla bych se spise
k pojmu objemu hlavi¢ky, protoze akrozom neni na povrchu hlavicky spermie.

2) V textu pied obr. 4, chybi definovani zkratky VP a v legendé pak Cesky ekvivalent, ktery je pouzit
Vv textu.

3) Autorka uvadi: ,,U savct jsou mitochondrie uspofadané do Sroubovice (tomuto uspofadani se fika
,»Zyry*) a jejich pocet se mezi jednotlivymi druhy lisi. Naptiklad u ¢loveéka nalézdme jen 10 — 12 gyrq,
naproti tomu u mysi jich je 97 a u potkana az 350 (Gu et al. 2019).* Citovany zdroj je sekundarni, méla
by byt ptivodni citace Fawcett 1970, pticemz novéjsi publikace Eddy 2006 uvadi jiné pocty, napi. 87
U mysSi.



Dotazy:

1) V kapitole o morfologické diverzité piSete o primarnich a sekundarnich strukturach spermie, prosim
definujte je.

2) V uvodni vété v kapitole Investice do ejakulatu pisete, Ze se ,.ejakulat ptizpisobuje socialnimu
postaveni, protoze u druhd s hierarchickych socidlnim systémem maji dominantni muzi obvykle
konkuren¢ni vyhodu.” Piedpokladam, ze jsou i jiné druhy, které maji tento systém kromé clovéka,
ptipadné prosim o objasnéni. Pfedpokladam, ze by zde mélo byt obecné samci.

3) V literarni reSersi je zminéno, ze akrozom obsahuje i mitochondrialni proteiny (Macickova 2021).
Jedna se o citaci jiné DP. Existuji i1 jiné prace, tfeba i1 na jinych druzich, které popisuji podobny nalez
mitochondrialnich proteind v akrozomu?

4) Autorka zminuje, Ze ,,Nejvice dynamické se jevi akrozomalni proteiny a povrchove proteiny spermii
(Dorus et al. 2010).“ Citace se tyka mysi, jak je to u jinych druht saved?

Cile diplomoveé préace jsou vcelku jasné stanoveny, jen by mohly byt pro lepsi piehlednost uvedeny
v bodech a doporucuji psat bud’ vSechny v piitomném ¢ase, nebo ¢ase minulém.

V metodice je popsan odchyt samcii, morfometrické méteni spermii, izolace proteini ze spermii a
analyza proteomu. U Kkapitoly tykajici se kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie je
uveden jen o popis metody, az v zavéru kapitoly najdeme odkaz na publikaci Stopka et al., 2016. Piesto
by mélo byt zminéno, jak byl vzorek pfipraven, v éem byly proteiny rozpustény, z jakého materialu byla
analyza provedena, piipadné na jakém pfistroji ¢i servisnim pracovisti. Podle mého nézoru by toto mélo
byt v DP podrobnéji rozepsano. K této ¢asti mam také nékolik dotazi:

1) Byla pouzivana centrifugace 2,5 rpm, jakému RCF tato hodnota odpovida? Hodnota otacek se mi zda
velmi mala.

2) Pii izolaci proteinti jste pouzivali n¢jaké inhibitory proteaz?

3) Vypocet plochy hlavicky je uveden podle néjakého konkrétniho zdroje? Pokud ano, mél by byt citovan
nebo vysvétlen vypocet.

Cast vysledki diplomové prace je velmi obsahla a obsahuje analyzu morfometrickych a proteomickych
odkazy v textu a v textu postradam vysvétleni a popis, co lIze z grafi vyc¢ist. Jednim z piikladu je
hodnoceni na str. 29, kdy nejvétsi variabilita byla pozorovana ve velikosti apikalniho hacku a plose
hlavicky, by mély byt uvedeny hodnoty piimo v textu. Chybi také popis zkratek v legendé. Vyjimkou je
obr. 16, ale bohuzel v tomto grafu nelze dobie rozeznat barvu kiivek. U tabulek by mél byt uveden
presnéjsi popisek. Je potieba definovat zkratky v titulku tabulky (MM, AF...). A také u tabulek s vyétem
genil by mél byt opét odkaz na seznam gent v piiloze. Nazvy proteinli ve STRING diagramech nejsou



bohuzel dobie ¢itelné. Ve vsech obrazcich by bylo dobré zachovat oznaceni druhi ¢eské i latinské. Navic
neni zcela jasné, kdy se jednalo o zhodnoceni celého proteomu spermii. V textu se jen ziidka jasné
zminuje, ze jde o akrozomalni proteiny.

Poznamky:

1) Na str. 29 uvéadite konkrétni vybrané jedince do studie. Bylo by dobré definovat piimo v textu, ktefi
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které méate uvedeny v tabulce v Piiloze.

2) V tabulkach s analyzou genové ontologie identifikovanych proteinti by bylo vhodné uvést vycet
proteint Vami identifikovanych a nalezenych v souvislosti s procesy a bunéénymi komponentami.

3) Véta na str. 42 ,,Pro proteiny uvedené v tabulce byly nasledné provedeny jednotlivé analyzy
konektivity stejnym zpisobem jako pti vnitrodruhové analyze pomoci online databdze STRING.* méla
zaznit uz dfive v textu pro lepsi pochopeni, nejlépe v uvodu kapitoly k vyhodnoceni.

Dotazy:

1) Jak je to s vyhodnocenim u proteinti izolovanych z povrchu spermii? V metodice uvédite, ze byly
ziskany 3 frakce odmytych rozpustnych proteinti? Délali jste analyzu také téchto proteinti? Jako
akrozomalni proteiny jsou definovany proteiny, které byly precipitovany z média po akrozomalni reakci?

2) Prosim mohla byste mi Iépe vysvétlit obr. 18? Co znamena ,,zatizeni: komponenta 1 a ,,0sa X1*?
4) Prosim objasnéte pojem ,,proteinovych kaskad* v vodu diskriminacni analyzy (str. 36).

5) Vysvétlete prosim, co v tabulkdch znamena vycet ,proteint v kaskadé®, neni zfejmé, zda se jedna
0 pocet podle STRING diagramu. N¢které pocty jsou velké, napi. 97 nebo i 754. Jak byla uréena hladina
vyznamnosti pro identifikované proteiny?

Diskuze je velmi pékné napsana, shrnuje a diskutuje ziskané vysledky, bohuzel jsem mnohdy pochopila
az zde, co mélo byt okomentovano z grafii jiz v textu v popisu vysledk.

Poznamky:
1) V diskuzi postraddm u nekterych sdéleni citaci:

(str. 64) ,,Jedna se o sekre¢ni protein 1 bohaty na cystein, ktery ma pomahat spermiim podstoupit proces
zréni, zatimco se pohybuji z varlete do chAmovodu. (str. 65) ,,Protein SPACAS je protein 3 asociovany
se spermatickou akrozomalni membrénou, ktery se podili na adhezi a fuzi plazmatické membrany
spermie s vajickem. (str. 69) ,,MUP17, ktery, jak jiz bylo zminéno, ma protektivni nebo signalni funkci
pii komunikaci gamet a nakonec jiz zminény TPPP2, ktery se podili na polymeraci tubulinu.*

2) Na str. 66 se pise: ,,Toto tvrzeni by ale vyvracelo pohled na pfitomnost proteazomalnich proteint
v akrozomu. Dle Sutovského (Sutovsky et al. 2004) je ubikvitin-proteazomalni draha zapojena do
penetrace zona pellucida u savci.* Nicméné prace Sutovského se tykaji predeviim prase¢iho a bovinniho
modelu.



3) Dale se pise (str. 67): ,,V této praci potvrzujeme piitomnost hlavnich mo¢ovych proteint...“ Nicméné
diive neni zminka, Ze MUP jsou mocové proteiny, je tieba definovat.

4) Dale se zminujete: ,,.Diive se piedpokladalo, ze funkci akrosinu je nastépit zona pellucida oocytu a
umoznit spermii proniknout k plazmatické membran¢ oocytu.* Nicméné se stale predpoklada, ze Stépi
ZP, napt. U prasat, a u mysi bylo popsano jiz diive, Ze je akrosin zastoupen protedzami TESP.

Dotazy:

1) Poprvé v celé DP je zde zminén protein CRISP1 (str. 64), ve vy¢tu nalezenych proteinu ve vysledcich
jsem ho nenasla, prosim objasnéte.

2) Pokud jste nasli mitochondrialni proteiny mezi proteiny akrozomu, nemutize se jednat o kontaminaci?
Co se tyce cytoskeletalnich proteind, tak mé naopak nepiekvapuji, protoze pokud analyzujete proteiny
po akrozomalni reakci vyplavené do média, tak je dost pravdépodobné, Ze tam né&jaké najdete.

Zavéry jsou jasn¢ formulovany, jen bych upozornila, ze dilezité informace ze zavéra by se mély objevit
také v abstraktu.

Velice ocenuji komplexnost celé studie, kdy bylo nejprve odchyceno vzdy nékolik jedinci samcu
ti'i druhi, poté udélana kompletni morfologicka analyza spermii s naslednou a diskrimina¢ni
analyzou proteomu s mezidruhovym porovnanim. Studie je opravdu rozsahlad a udinit z ni
jednoznacné zavéry bylo jisté velmi naroc¢né. Za slabsi ¢ast predkladané diplomové prace povazuji
nedostate¢ny popis vysledki s chybéjicimi odkazy na obrazky. Nicméné se jedna o velmi dobrou
praci, ktera svéd¢i o pili autorky, kdy musela vyhodnotit velké mnoZstvi dat a ucinit z nich pat¥i¢né

Zavéry.
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