Posudek oponenta na diplomovou praci Niny Davidové, na téma:
Studium proteinti inhibitor( proteinas saméiho reprodukéniho traktu.

Diplomova prace Niny Davidové pUsobi ucelenym dojmem, je ¢lenéna do jednotlivych
kapitol dle standardniho postupu.

Literarni Givod je velice prehledny a kromé klasickych praci zahrnuje i prace s novymi
soucasnymi poznatky.

Cil prace je jasné formulovany, separace a charakterizace proteinl epididymalni tekutiny
a uréeni vyskytu inhibitorl proteinas v kanéim reprodukénim traktu.

Metodicka ¢ast zahrnuje jak biochemické, tak biologické metody, v€etné detekce genu
pro inhibitor akrosinu kan¢i semenné plasmy (INH) v rliznych tkanich.

Vysledky jsou jasné popsané a dokumentované ve formé obrazk(l. Diskuse je zasvécena
a jednotlivé vysledky jsou diskutovany v ramci sou¢asnych znalosti. Literatura (93 citaci)
je velice bohata a svédci o dobré orientaci diplomantky v daném tématu.

Proteinasy a jejich inhibitory maji v burikach dllezZitou tlohu nejen pro jejich stabilitu, ale i
funkéni deje, které v nich probihaji. Specialni ulohu maji vybrané proteinasy a jejich
inhibitory v reprodukénim traktu.

Autorka urcila 4 frakce z epididymalni tekutiny, ve dvou urcila proteolytickou aktivitu
serinovym proteinas v oblasti 30 000-40 000 kDa a metaloproteinas v oblasti okolo 60
000). Vzhledem k tomu, Ze tyto proteinasy byly popsané pfedev§im v semenné plasmé,
jedna se o cenny vysledek. Dal$i dvé frakce vykazovaly naopak inhibi¢ni aktivitu pro
serinové proteinasy trypsinového typu (véetné akrosinu). Inhibitor akrosinu byl prokazan
na reprodukcénich organech pomoci polyklonalni protilatky. Dale byla testovana exprese
genu pro dany inhibitor v reproduk&nich organech.

Formalni pfipominky:

- 1.1.4. zména formulace:...“vné& sam¢iho pohlavniho traktu®

- Str.60, Obr. 3.22, nejedna se o ,imunofluorescenci sekundarni protilatky proti
krali¢imu Ig konjugované s FITC* — takova protilatka by neméla nic znacit.
Lépe:
Imunofluorescence inhibitoru akrosinu (INH) na rliznych tkanich (testes, cauda
epididymis, prostata, semenné vaky) pomoci polyklonalini protilatky (anti-INH).
INH, zelené (FITC), jadra bunék, modie (DAPI).

Otazky do diskuse:
1. Nastr. 12: 1.1.6. je uvedeno, Ze funkce oviduktalniho reservoaru je
oddaleni kapacitace a tim synchronizace s ovulaci vaji¢ka, dale zabranéni
polyspermie. Jakym zplisobem je zabranéno polyspermii?

2. Na téze strané (12), 1.1.7. Kapacitace...... Tyto zmeény jsou reversibilni ...
jak si autorka predstavuje tento proces?

3. Str.52, déleni frakci EF3 pomoci RP HPLC (Obr. 3.10) a SDS PAGE frakci
EF3 (Obr. 3.11), vysledky znamenaji, Ze frakce 5 — 8 jsou stejné?

4. Jakym zplsobem byla pfipravena polyklonalni protilatka proti inhibitoru
akrosinu (neni v textu popsané) — (Str. 60)?



5. Zajimava je diskuse o0 mozné ,ochranné Uloze" inhibitoru akrosinu na
ejakulovanych spermiich, pred proteolytickym $t€penim akrosinu piedCasnée
uvolnéného z poskozenych spermiich.

Na jakém modelu by se mohla (alespor ¢aste¢né) tato tloha otestovat?

6. Budou vysledky dotazeny do publikace?

Na zaveér bych chtéla vyjadfrit, Ze diplomova prace Niny Davidové predklada radu
zajimavych poznatk(l ve studiu inhibitor protinas sam¢iho reprodukéniho traktu a
prispiva tak k pochopeni sloZitého procesu pfipravy spermii na vazbu s vajickem.
Doporucuiji tuto praci k prijeti jako praci diplomovou a hodnotim ji na vybornou.
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