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Pfedlozena disertaéni prace shrnuje fadu experimentalnich praci zabyvajicich se
mechanismy a funkci signalizace aktivované juvenilnim hormonem v riiznych hmyzich
modelech, druhy s prom&nou dokonalou i nedokonalou. Cile prace jsou jasné a prehledné
definovany a odpovidaji svoji skladbou jednotlivym experimentilnim studiim, ktere tvofi
hlavni &st piedlozené disertaéni prace. Uvodni &ast velmi piehlednou a &tivou formou
shrnuje nejnovéjsi poznatky tykajici se funkce a signalizace juvenilniho hormonu a jeho
analog, detailn& popisuje aktivaci Met, jako principialniho receptoru juvenilniho hormonu a
jeho tdlohu v transkripéni regulaci, pfedevsim v souvislosti s regulaci vyvoje a reprodukce.
Ocefiuji zejména organické zaélenéni nejnovéjSich poznatkii v této oblasti do textu. Na
druhou stranu by této &asti piece jen prospélo struéné shrnuti pfinosu experimentalnich studii,
které jsou hlavnim vystupem dizertadni prace, pro jednotlivé oblasti studia JH a Met. Prace se
poté sestiva ze 4 experimentalnich praci, z nichz 3 jiz byly usp&sné publikovany v kvalitnich
oborovych i mezioborovych dasopisech s naroénym recenznim fizenim, coz mj. doklada, ze
se jedna o prace na velmi dobré védecke urovni, Uloha autora a jeho podil na viech 4 studiich
jsou jasné vymezeny. Po formalni strance je predlozend disertatni prace velmi dobie

zpracovana.

Konkrétni dotazy a piipominky:

Vzhledem k tomu, %e¢ vétSina praci jiZz pro§la dikladnym oponentnim fizenim, ridd bych se
v této &asti posudku zaméfil spiSe na dotazy tykajici s¢ pfedev$im soudasnych poznatki o

funkci Met a nékterym jeho potencidlnim funkeim.

Obecné dotazy:



1) V posledni dobé se ukazuje, Zze ptibuzné PAS proteiny u obratlovel (napf. AhR) hraji mj.
velmi vyznamnou roli v regulaci imunitni odpovédi. Da se otekavat, ze Met (Gcee) néjakym

zpusobem mohou modulovat vyvoj bunééné slozky imunity hmyzu?

2) Jaka je piipadna organové specifickd exprese Met — je pfitomen ve vét8in€ organi larev,
nebo se vyskytuji vysoké hladiny Met v nékterych specifickych organech, ptipadné, méni se

lokalizace Met v ramci organil v prib&hu vyvoje?

Konkrétni dotazy k jednotlivym studiim:

1) Prace & 1:

Jednim z hlavnich zavéri prace je, ze inhibice transkripce Kr-hl je kriticky krok pro
vznik dospélého jedince u druhii hmyzu s proménou dokonalou i nedokonalou. Vzhledem
k tomu, Ze se jednd o transkripéni faktor, je zndmo n&co bliziiho o jeho dloze v regulaci
transkripce, napf. jaké jsou jeho cilové geny, ev. jejich vztah k vyvoji pfedposledniho a

posledniho larvalniho instaru apod.?

2) Prace ¢, 2:

V ramci této prace se autor zabyval mj. specifickou ulohou proteinu Tai jako partnera
Met, pfedevsim ve vitelogenezi. U obratlov€iho proteinu AhR je znadmo, Ze interaguje s celou
fadou partnerl, ale zejména komplex s proteinem Armnt hraje zidsadni roli v aktivaci
transkripce genil regulovanych AhR. Hraje protein Tai tlohu takového univerzalniho partnera
nezbytneho pro aktivact transkripce? Vyskytuje se Met pouze v binarnich komplexech nebo
milZze zahrnovat vice proteini? Jestlize je Tai nezbytny pouze pro vitelogenezi, lze ofekavat,
Zze jiny protein bude dimerizovat s Met v fizeni juvenilniho programu v piedposlednim

larvalnim instaru?

3) Prace &. 4:

Posledni prace dosud nebyla publikovana a je zaméfena na objasnéni ulohy Met a Gee
jako unikétnich receptort pro JH. Vysledky ukazuji, Ze v modelu Drosophily hraje zasadni
roli JH receptoru Gee, pravdépodobné fungujici jako dimer s proteinem Tai. Autofi prace mj.
zminuji, Ze MF piedstavuje rozsifengjsi ligand aktivujici potencialni JH receptor. Mohl by
autor upfesnit, co je v souc¢asné dobé znamo o uloze MF (napf. v porovnani s JH) v organismu

Drosophily?



Autor dale zminuje, Ze Gee se, na rozdil od AhR, primarné vyskytuje v buil. jadfe. To
neni zcela piesné — lokalizace AhR je mj. zavisla na aktivit¢ signalnich drah regulujicich
bunéény cyklus, kdy v aktivng proliferujicich butikach (v in vitro kulturdch) se AhR nachézi
jak v bufi. jadfe, tak v cytoplazmé. Je n&co zndmo o tom, jak se chovaji Met a Gee v rizné

proliferujicih bui. modelech (napf. S2 bufikach)?

Zavérem jesté jednou konstatuji, Ze pfedlozend disertatni prace pfedstavuje, po
obsahové i formdlni strance, vysoce kvalitni vystup postgradualniho studia. Dle mého nazoru
jsou prezentované prace na vynikajici Grovni. Autor prokazal své tviréi schopnosti a
piedlozena prace zcela splituje pozadavky v daném oboru. Proto doporutuji, aby byla prace
pijata k obhajobé a dal§imu Fizeni. RovnéZz doporuduji, aby byl Mgr. Vlastimilu Smykalovi
po usp&sné obhajobé prace pfizndn védecky titul Ph.D. dle § 47 Zakona o vysokych Skolach &.
111/98 Sb.

V Brng dne 22. 10. 2014 i /L/L(/

Doc. RNDr. Jan Vondracek, Ph.D.
Biofyzikalni Gstav AV CR, v.v.i.
Kralovopolska 135

612 65 Brno
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Critical assessment of the memoir entitled “Juvenile hormone signaling in insect
development and reproduction”, prepared by Mgr. Vlastimil Smykal and to be
presented and defended in order to obtain the PhD degree

The memoir comprises three published papers and one manuscript submitted for
publication. The four contributions are centered on the role of juvenile hormone (JH), the
JH receptor Methoprene-tolerant (Met) and its target gene Kriippel-homolog 1 (Kr-hl) in
insect development and reproduction. The species used for the research work were the
hemimetabolan Pyrrhocoris apterus {Hemiptera) and the holometabolan insects Bombyx
mori (Lepidoptera) and Drosophila melanogaster (Diptera). The work was formally
carried out at the Institute of Entomology, Ceské Budgjovice, Czech Republic (Biology
Centre of the Academy of Sciences), under the supervision of Prof. RNDr. Marek Jindra,

CSc., although specific parts of it were performed in other institutions.

The three published papers have appeared in respected journals, specialized in insects or

pluridisciplinary, as follows:

Konopova, B.*, Smykal, V.*, Jindra, M. (2011). Common and distinct roles of juvenile
hormone signaling genes in metamorphosis of holometabolous and hemimetabolous
insects. PLoS ONE 6 (12): e28728.

Smykal, V.*, Bajgar, A.*, Provaznik, ., Fexova, S., Buricova, M., Takaki, K., Hodkova,
M., Jindra, M., Dolezel, D. (2014). Juvenile hormone signaling during reproduction and
development of the linden bug, Pyrrhocoris apterus. Insect Biochemistry and Molecular
Biology 45: 69-76.

Smykal, V., Daimon, T., Kayukawa, T., Takaki, K., Shinoda, T., Jindra, M. (2014).
Importance of juvenile hormone signaling arises with competence of insect larvae to

metamorphose. Developmental Biology 390: 221-230.

Therefore, they passed a severe filter before being accepted to these journals, which

represents already a guarantee of scientific quality.
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However, I have carefully read these papers, and I found them perfectly sound, in technical
and in conceptual terms. Briefly, the results show that the JH-Met-Kr-h1 axis is clearly

=

critical for metamorphosis but appears to be dispensable during early larval development,
as shown in P. apterus and B. mori. Concerning reproduction, the results reported
demonstrate that Met and its heterodimeric partner Taiman are essential for vitellogenesis
and ovarian maturation in P. apferus. No doubt that these results represent a significant
step that illuminates the molecular mechanisms underlying the action of JH in two
fundamental biological processes, metamorphosis and reproduction. 1 have only a few
questions of detail that I would be happy debating with the candidate the day of the

presentation.
The fourth contribution is the following submitted manuscript:

Jindra, M., Smykal, V., Charles, J.P., Uhlirova, M., Hill, R.J. (submitted). A Homolog of
the Vertebrate Dioxin Receptor Is a Receptor for Arthropod Juvenile Hormone.

It looks formatted for a pluridisciplinary journal, and the results reported, based on in vitro,
in vivo and cell-based techniques in D. melanogaster, definitively show that Met and its
paralog Gce are a bona fide receptor for JH. When published, this paper will become an

inevitable reference for all those working on the molecular action of JH.

In conclusion, given the scientific quality of the four contributions analyzed, I consider that

the Thesis of Vlastimil Smykal should be formally presented and defended.

Signed in Barcelona, 21 October 2014

L (e
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CSIC Research Professor
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