OPONENTSKY POSUDEK NA DIPLOMOVOU PRACI HELENY
LIBALOVE “LOKALIZACE A CHARAKTERIZACE VYBRANYCH
PROTEINU SAVCICH SPERMIi POMOCi MONOKLONALNICH
PROTILATEK NA INTAKTNICH A DEMEMBRANIZOVANYCH
SPERMIICH*

Helena Libalova zpracovala v teoretickém uvodu podrobné stavbu spermie jak
hlavic¢ky, tak i bi¢iku, pohyb biciku, energeticky metabolismus pohybu bi¢iku,
demembranizaci a reaktivaci spermii a monoklonalni protilatky. Literarni uvod
je sepsan vystizné k danému tématu doplnén sedmi obrazky i nejnovéjSimi
citacemi.

Cil prace byl jasné stanoven:

Zavedeni metody demembranizace a reaktivace savcich spermii jako nastroje
pro studium motility. Detekce vybranych proteinii savéich spermii pomoci
pripravenych monoklonalnich protilatek na intaktnich a demembranizovanych
spermiich. Vyuzit novou monoklonalni protilatku Hs-23 k charakterizaci
odpovidajiciho detekovaného proteinu na kancich i lidskych spermiich.

V zavéru prace, ze souhrnu vysledku, jasné vyplyva, ze cile, které si autorka
vytkla byly splnény.

V diplomové praci si osvojila metody na zpracovani spermii, semenné plasmy,
extrakce, demembranizace a reaktivace spermii, pfipravu preparatu pro
imunofluorescenci, zvladla rizné biochemické, chromatografické a analytické
metody, jako afinitni chromatografii na G-protein Sepharose, SDS- a 2D SDS-
elektroforesu, Western blot a imunodetekci proteinti pomoci monoklonalnich
protilatek.

Ziskala vysledky lokalizace proteini imunofluorescenénim zna¢enim proteint
pomoci monoklonalnich protilatek Hs-8, Hs-14, Hs-23 a ACR 2 na intaktnich a
demembranizovanych kancich spermiich. Precisténa protilatka Hs-23
imunofluorescenéné znacila intaktni lidské spermie i JAR buriky.
Jednorozmérnou i dvojrozmérnou SDS elektroforesou a imunodetekci

s protilatkou Hs-23 oznacila v extraktu lidskych spermii 50 kDa protein s pl 7,
ktery pomoci MALDI byl stanoven jako enolasa 1. Vysledky jsou prezentovany
pfehledné ve 14ti obrazcich, 2 grafech a 4 tabulkach.

V diskusi jsou dosazené vysledky podrobné analyzovany a jsou z nich
naznaceny seriozni zaveéry.

Diplomova prace je kvalitni, prehledna a logicky sefazena.

K praci mam nékolik dotazu a pripominek:

1) Extrakce spermii (SDS, Triton, Urea)-postupy dle koho, citace, pro¢ nejsou
pridavany inhibitory proteas?

2) str.25 Zpracovani semenné plasmy, tyka se jen lidské nebo i kan¢i ? Pro¢
semenna plasma ponechana do druhého dne pfi 4°C?

3) str.28. Priprava JAR bunék - RPMI medium, FCS, popsat zkratky

4) str.44. Obr. 3.5. pfehozeno oznaceni frakce 2 ve sloupcich 2 a 3.

5) poprvé uzité oznaceni pHs-23 neni vysvétleno

6) str.51. Obr.3.11, popis 1-ureovy extrakt lidskych nebo kancich spermii?

7) Diskuse- str.57. ma autorka i jiné pokusy, vysvétleni pro nazor, Ze “Akrosin
je volné lokalizovan v akrosomu a po akrosomové reakci indukované
demembraniza¢nim roztokem se vyléva z akrosomu®.



Moje dotazy a pFipominky nesnizuji vysledky, které ziskala Helena Libalova,
které peclivé zpracovala a napsala kvalitni diplomovou praci. Hodnotim ji jako
vybornou.

V Praze 18. 5. 2007 Doc. RNDr.Wéra Jonakova, DrSc.



