J. Sula
Posudek na magisterskou praci Be. Ivy Bartli s nazvem "Vzajemné ovliviiovani funkci
adipokinetického hormonu a juvenilniho hormonu u ploStice P. apterus
(Pyrrhocoridae, Heteroptera)"

Obsahem posuzované magisterské prace je studium vlivu analogu juvenilniho hormonu
methoprenu na puisobeni adipokinetického hormonu (AKH) a jeho obsahu v centralni nervové
soustavé a hemolymf€ plostice Pyrrhocoris apterus. Pro stanoveni obsahu AKH a kvantifikaci
vlivu zkoumaného hormonu na mobilizaci lipidl byly pouZity standardni metody, zejména
HPLC pro isolaci AKH, ELISA pro kvantitativni analyzu obsahu AKH ve zkoumanych
tkanich, SDS-elektroforéza pro separaci proteinti a nasledny Western blotting,
spektrofotometrické stanoveni obsahu lipidi fosfovanilinovou metodou, proteini metodou s
pouzitim kyseliny bicinchoninové a izolace lipoproteinti selektivni precipitaci.

Prace ma 37 stran textu a 20 obrazkt vélenénych pfimo do textu. Prace je rozd€lena na
obvyklé &asti s tim, Ze misto Uvodu je Literarni prehled a Cile prace, a Zavér tvofi
samostatnou kratkou kapitolu. Literarni pfehled poskytuje struény piehled zékladnich znalosti
o hmyzich adipokinetickych hormonech, metabolismu lipidd pfenaSenych lipophoriny a
regulaci pomoci AKH, a o juvenilnim hormonu. Pfehled kon¢i informaci o AKH plostice P.
apterus. Metody v praci pouZité jsou popsany dostate¢né podrobné a s odkazy na piivodni
literaturu. Text prace je dostate¢né srozumitelny a vystizny, popisky k obrazkim jsou
dostate¢né s vyhradou uvedenou niZe. Seznam literatury obsahuje 77 citaci.

PredloZzna prace je podle mého nazoru zejména z hlediska zvladnuti fady metodik, ale 1
s ohledem na mnoZstvi ziskanych vysledk, na dobré urovni, byt’ fada vysledki byla spise
negativnich (to se tyka plisobeni methoprenu na mobilizaci lipidt). Vysledky prace potvrzuji a
modelového druhu hmyzu a o zménach koncentrace AKH pod vlivem analogu juvenilniho
hormonu.

K praci mam nékolik pfipominek:

Autorka by mé&la v&novat v&t$i pozornost kontrole textu, je tam fada pieklept (napt.
emryogeneze misto embryogeneze (str- 1), neuropetidy misto neuropeptidy (str. 2), popsény
misto popsany (str. 2), pro transport do tkanich (na str. 4), skolofaze misto skotoféze (str. 8),
na str. 16 misto PBS uvedeno BPS). Ne zcela srozumitelny je vyraz “apoLp-II je zanofen
gastice uvniti” (str. 3). Ceské nézvy druhii, pokud nejsou na po&atku véty, se piSou s malym
pocate¢nim pismenem - babocka (str. 2), ruménice (str. 7). Na str. 12 se piSe, Ze frakce
hemolymfy byla odpafena a pouZita. Jak, byla-li odpafena? Na str. 15 se autorka zkratkovité
vyjadfila: na gel vloZila .. samici. Bez odkazu na konkrétni stranku bych doporugil sjednotit
psani slov a u vyrazii jako diapausa nebo proteinkinasa pouzivat koncovky se z, jak je nyni
obvyklé (kdyZ uz se pouzily vyrazy napf. syntéza, mobilizace, lipaza). Slovo standard a
standardni se piSe s d. Sjednotit by se mélo také psani Ringerova pufru (Ringer/Ringr na str.
20).

Na str. 10 by bylo vhodné u promyvaciho pufru uvést koncentraci Tweenu (Postup metody,
bod 1).

Na str. 13 se popisuje metoda stanoveni HDLp, LDLp a apoLpIIl pomoci metody pouZité pro

tyto proteiny u Locusta migratoria. Bylo né&jak ovéfeno, Ze tato metoda funguje také u plostice
P. apterus?



Na str. 14 pfi popisu pouZité metody pro stanoveni obsahu protein@i (metoda s pouzZitim
kyseliny bicinchoninové) se koncentrace proteint méfila az 30 minut po ukondéeni inkubace
vzorku s ¢inidlem. Jaky byl divod?

Nezkousela autorka v souvislosti s blotem a detekei vitelogeninu ukazanym na obr. 5 hodnotit
alespoii orientacné ptipadné zmény v koncentracich ostatnich proteinovych prouzki na gelu
po elektroforéze? Pokud by alatektomie ovlivnila pouze koncentraci vitelogeninu v
hemolymfg, hladiny ostatnich proteinii by ziistaly viceméné na stejné tirovni jako u
kontrolnich vzorkii a Iépe by se mohl odhadnout pokles koncentrace vitelogeninu v
hemolymf€ alatektomované plostice. Z obrazku jsem ziskal dojem, Ze koncentrace ostatnich
proteinovych frakci mohly byt po alatektomii niZ3i.

Na obr. 14 a 15 a 19 a 20 nejsou na grafech uvedeny standardni odchylky. Kolik pokusnych
jedincti bylo vlastn€ pouZito? V popisu grafii €. 7 az 20 viibec schéazeji idaje o poétech
analyzovanych jedincii a nejsou ani nikde v textu jednotlivych kapitol. U grafii &. 19 a 20
neodpovida znaceni sloupce M6/A90 v grafu a v popisu grafu.

Na str. 28 se v prvnim odstavci popisuji hladiny AKH v nervové soustavé u makropternich,
reprodukénich a brachypternich samic. Predpokladam, Ze i reprodukéni samice byly
brachypterni, a ty oznacené jako brachypterni byly diapauzni? Jak koresponduje popis
koncentrace AKH u reprodukénich (brachypternich) samic v odstavci 1 a u kontrolnich
brachypternich samic v prvni vété odstavce 2?

Poznamka k diskusi: A.J. Zera studoval u¢inek methoprenu na mobilizaci lipida u k¥{delnich
forem cvréka Gryllus firmus a zjistil, Ze methopren inhiboval mobilizaci lipidi (American
Naturalist 152, 7-23 (1998), Physiol. Biochem. Zool. T7, 255-266 (2004)).

Pfipominky uvedené vyse jsou vétsinou formalniho razu a kvalitu prace rozhodujicim
zplisobem neovliviiuji. PfedloZena prace prokazuje schopnost autorky zvladnout za pouZiti
fady naro¢nych analytickych metod zadany tikol a splnit tak poZadavky pottebné pro ziskani
magisterské hodnosti. '

V C. Bud&jovicich 24.5.2006
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Jan Sula



Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Be. Ivy Barti “Vzajemné ovliviiovani funkei
adipokinetického hormonu a juvenilniho hormonu u ploStice Pyrriocoris apterus”

Hlavnim cilem magisterské prace bylo objasnit vliv methoprenu na funkci adipokinetického hormonu (AKH) u
plodtice Pyrrhocoris apterus. Byl studovan vliv methoprenu jednak na adipokinetickou odpovéd’ (stimulace
hladiny lipid v hemolymfg po aplikaci AKH), jednak na obsah AKH v CNS a hemolymf¥. Kromé toho byl
méfen vliv methoprenu a AKH na energeticky metabolizmus (produkci CO,) a hladinu lipophorinti v
hemolymfg.

Mém nékolik pfipominek a dotazi.

1. Vliv methoprenu na adipokinetickou odpovéd’ byl hodnocen jednak u intaktnich reprodukénich samic, jejich
corpus allatum (CA) produkuje vlastni juvenilni hormon (JH), jednak u allatektomovanych samic, u nichz
vlastni JH chybi. U obou skupin nemé&l methopren vliv na rozdil v hlading lipidi po a pied injikaci AKH,
coZ vedlo autorku k zavéru, Ze methopren nema vliv na mobilizaci lipidii stimulovanou AKH (str. 19, 27).
Domnivam se v3ak, Ze tento vysledek zcela nevylouéil vliv JH na adipokinetickou odpov&d’. Podobny rozdil
hladin lipidt u intaktnich a allatektomovanych samic (obr. 7 a 8) miiZe ve skutednosti znamenat riizng silnou
adipokinetickou odpovéd’, pokud jsou po¢étedni hladiny (t.j. pfed injikaci AKH) rozdilné. V praci je
uvedena po¢ate¢ni hladina lipidii u intaktnich samic (obr. 10, pokud kontrola = aceton), ale tento tidaj pro
allatektomované samice neni v praci uveden. Vzhledem k tomu, Ze hladina lipidi u allatektomovanych
samic po stimulaci AKH (obr. 11) byla podobné vysoka jako po¢ate¢ni hladina lipidii u intaktnich samic
(obr. 10), lze pfedpokladat, Ze poc¢ate¢ni hladina lipidi byla u allatektomovanych samic podstatng niz3i. V
tom piipadé by podobny rozdil v hladinach lipidi mohl ukazovat na relativné siln&j§i adipokinetickou
odpovéd’ u allatektomovanych samic, tedy vlastn& stimulaci adipokinetické odpovédi nepfitomnosti vlastniho
JH plostic. V této souvislosti mam dva dotazy:

a) Jaky je Vas nazor na tuto interpretaci v souvislosti s rozdilnou adipokinetickou odpov&di u makropternich a
brachypternich plostic zmin&nou v diskusi?

b) Pro¢ neni v praci uvedena pocate¢ni hladina lipidii u allatektomovanych samic?

2. Je pozoruhodné, Ze hladiny AKH v hemolymf® jsou po aplikaci methoprenu podobné vysoké bez ohledu na
pritomnost vlastntho CA. Vzhledem k tomu, Ze existuje zp&tna vazba mezi JH a aktivitou CA, neni
vylouéeno, Ze methopren potlaéil aktivitu vlastniho CA a zcela ptevzal tilohu JH p¥i uvoliiovani AKH do
hemolymfy. V tom piipadé by rozdilny vliv methoprenu na allatektomované a intaktni samice byl méng

prekvapivy.

3. Pouzivani vyrazu kontrola je v nékterych pt¥ipadech matouci. U intaktnich samic zfejmé& kontrola = aceton?
(obr. 10, 12-15), kdeZto u allatektomovanych samic kontrola = aceton + AKH (obr. 8 all).

4. Chybi udaj o poctu jedincii pouzitych pro stanoveni AKH v hemolymf€. Kolik jedincd pfedstavuje smé&sny
vzorek 20 ul a kolik bylo opakovani?

Domnivam se, Ze hlavni cile prace byly splnény - uvedené ptipominky piedkladam spiSe k zamy3leni pro
piipadnou publikaci. Préce je napsana srozumitelné a obsahuje pomé&rné& malo stylistickych chyb a pFeklepi.

Literarni tivod je napsan piehledné a sv&d¢i o dobreé teoretické znalosti problematiky. Také je nutné ocenit
zvladnuti n&kolika biochemickych metodik. Proto praci viele doporucuji k obhajobg.

V Ceskych Bud&jovicich 23.5.2006
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Doc. RNDr. Magdalena Hodkova, CSc.





