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Diplomova prace Markéty Hejnikové pojmenovanad Vztah mezi juvenilnim hormonem, stdrnutim a
reprodukcni uspésnosti samcu Pyrrhocoris apterus cili na velmi aktudini otazku hmyzi fyziologie, tj. na
Ulohu juvenilniho hormonu nikoli jako reguldtoru preimaginédlni morfogeneze, nybri reguldtoru
reprodukénich aktivit, fyziologie a dipauzy v adultni fazi hmyziho Zivota, a to konkrétné u samcd.
Jakkoliv je dominantni role juvenilniho hormonu v celé fadé aspektl Zivota hmyzu zndmy jevem,
nékdy aZ nabozné nekriticky pfijimanym, stale zlistavé ve vzduchu mnoho nezodpovézenych otazek,
jako napfiklad "jak to vSe ten jediny hormon muZe zvlddnout, tj. regulovat morfogenezi, chovani a
fyziologii zaroven a to v rGznych stadiich Zivotniho cyklu", nebo "jak je mozné, ze funkci juvenilniho
hormonu mdZe u hmyzu zastoupit takové mnoZstvi rozmanitych syntetickych analogd, strukturné
mnohdy velmi nepodobnych" ¢i naptiklad doneddvna velkd nezndmé ohledné samotného funkéniho
mechanismu juvenilniho hormonu na bunééné drovni. Podobné pak z{stava prostor pro badani o
Uloze juvenilniho hormonu v imaginalnim Zivoté samc(, kde, jak uvadi sama autorka, byli v minulosti
samci do jisté miry opomijeni ve prospéch samic. V tomto sméru ma zaméfeni pfedkladané prace
svlj smysl a védeckou relevanci. Metodicky apardt, ktery je zvolen k fe$eni problematiky, je zcela
moderni, komplexni a vysoce ambicidzni: jeho podstatou je umléovani hned tfi gen(i zd&astnénych v
regulacni draze endokrinni signalizace s pomoci RNA interference a odstrafiovani zdroje juvenilniho
hormonu, tedy corpora allata, a nasledné pozorovani korelat(i jejich aktivity/deaktivace na Grovni
reprodukéni fyziologie (velikost pfidatnych Zldz, mnoZstvi protein(i v pfidatnych lazach), samotné
reprodukéni aktivity a fertility a nakonec fyziologie zésobnich latek a dobé preZivani s cilem situovat
vliv odstranéni corpora allata a deaktivace jednotlivych genli na posun fyziologie tim & onim smérem
na pomysiné Skdle antagonistickych situaci rozmnoZovani vs. diapauza nebo té? rozmnozovani vs.
dlouhovékost. Takto tématem a metodicky vymezend pradce mnohem spiSe pfipomina praci
doktorskou neZ magisterskou. Pfitom dobfe zvlddnuta a patfi¢né zpracovana studie na jediném genu
signalizacni kaskady by nesporné vydala na kvalitni a dobf'e hodnocenou diplomovou praci.

OBSAHOVE A VEDECKE ASPEKTY PRACE

Nyni k samotnému obsahu prace. V anotaci, tedy ekvivalentu abstraktu, jak je béZny u védeckych
publikaci, je jasné vymezen cil badani i metoda, ani slovem se v3ak nezmifiuje o vybadanych
vysledcich. To je samosebou $koda, ¢tenafi abstraktl a anotaci jsou vétsinou laéni se dozvédét, co
dana prace pfinesla za vysledky a zavéry, dfive neZ se pusti do studia samotné publikace.

Literarni pfehled je relativné kratkym, nicméné dostalujicim uvodem k praci, ktery srozumitelné, byt
v nékterych pasazich az témér heslovité, vysvétluje jednak obecné koncepty mechanism( starnuti jak
na teoretické Urovni, tak na drovni konkrétnich pfikladd modelovych druhd, véetné élenoved a hmyzu
a nepfekvapivé D. melanogaster. Zarovef pak srozumitelné popisuje soucasny koncept mozné
regulace senescence prostfednictvim regulacnich drah inzulinové dréhy jako pfepojovaci drahy pro
regulaci fertility na strané jedné a starnuti na strané druhé, a to s pomoci regulace produkce
juvenilniho hormonu v corpora allata. Zde pak vstupuji do hry zjisténi na Pyrrhocoris apterus,
pochézejici pfimo z publikaci samotného pracoviité studentky, kterd nasleduje kratky prehled
klicovych aspektl biologie Pyrrhocoris apterus jako modelu pro tuto praci. V Gvodu déle nechybi



nezbytny prehled zdkladnich poznatki o hmyzich juvenilnich hormonech vé&etné pFehledu
pfipisovany. A v neposledni fadé pak Gvod nastifiuje nejdileZitéjsi poznatky o velké nezndmé hmyzi
fyziologie, tj. samotnému proximatnimu mechanismu plsobeni juvenilniho hormonu.

V nasledujici kapitole jsou s pomoci hesel jasné definovany tfi hlavni cile prace, tedy sledovani vlivu
JH na fertilitu samc( s pomoci naru$eni normalnich signaliza¢nich drah, v nichZ je Géasten juvenilni
hormon, tj. odstranénim corpora allata a interferenci exprese signalnich faktord drahy JH. Na prvni
pohled se jedna o cile a metodiky moderni a ambiciézni a celek v3ech cilli ma zaroven Siroky zabér a
pfitom zUstdva kompaktni.

Metodicka sekce ukazuje v pIné $ifi mnoZstvi pouZitych metod, které je na prvni pohled ohromuijici a
sestava zcelé série modernich molekuldrné-genetickych postupl od izolace RNA pfes reverzni
transkripci a amplifikaci cDNA, klonovéni DNA a sekvenaci, k RT PCR, atd. K témto se pak pfidavaji
biochemické a fyziologické postupy pfi pFipravé allatektomovanych samc(l a stanoveni mnoZstvi
proteint v pfidatnych Zlazach a hemolymfé. Ovladdnuti byt jen nékterych z uvedenych metod je
vybornou vybavou pro budouci védeckou praci a metodickd komplexnost je tak velkym plusem celé
prace. Ze samotného popisu metod, ktery diky jejich mnoZstvi nékdy nezachazi do vy&erpavajicich
detaill, neni zcela zifejmé, které zuvedenych a popsanych postupl provadéla autorka zcela
samostatné a které jsou vysledkem spoluprace, coZ by bylo vhodné védét, jakkoliv to nijak nesnizuje
hodnotu prace.

Vysledky komplexni série experimentd jsou shrnuty v pfiméfeném rozsahu jak v textové tak grafické
podobé a umoznuji ¢tendfi orientovat se ve skupinach sameck(, ktefi prodélali riizna osetreni. Neni
prekvapenim ani zklamanim, Ze pfi takovém mnoZstvi experimentd ne vidy vie vyslo dle ocekavani a
ne viechny zavéry bylo Ize podloZit dostate¢nym mnoZstvim pozorovéni. Klicové je, ie nékteré
experimenty naopak jasné poukazuji na uUlohu jednotlivych genl a jejich produktél v regulaéni
kaskadé&, zejména pomérné presvédcivd inhibice Met a Tai gen, kterd fyziologicky navozuje podobné
podminky jako odstranéni corpus allatum, a to jak ve velikosti a aktivité pFidatnych 7ldz, tak v
dlouhovékosti samcli a mnozstvi zasobnich proteint hemolymfy. V tomto sméru je urcité redlné
pretavit nejduleZitéjsi a nejlépe podpofend zjisténi diplomové prace ve védeckou publikaci, nesporné
zaddany vedlejsi produkt diplomové préce.

FORMALNI{ ASPEKTY

Urcité nemam v oblibé hodnotit studentské prace na zakladé formélnich aspekt(, tedy jen pro
pofadek uvadim pdr nedostatkd, kterych jsem si povéimnul...

1) CITACNI APARAT

Citace v textu nemaji jednotny formét, vyskytuji se ve dvou riznych formatech (s ¢arkou a bez &arky
za jménem autora/autor(, na konci véty vs. A7 za kone&nou tekou véty) a sem tam obsahuji
interpunkcni chybu €i preklep. Podobné pak seznam literatury na konci prace by zaslouzil jesté par
hodin prace tak, aby vSechny citace byly skute¢né v jediném jednotném formatu. Takovou véc je
nesporné vhodné si umét pohlidat pro budouci védeckou préaci, védecké &asopisy urité pozaduji
jednotu citaéniho apardtu v jediném formatu a bez chyb... Vlastné je to hlavné $koda, protoze téchto
detailll si ¢tenar vSimne aniz by pozorné ¢etl praci nebo ji viibec rozumél.



2) JAZYK

Jazyk je celkové v poradku, jakkoliv se v nékterych pasézich jevi, Ze redakce prace v ¢estiné nemusi
byt ve fyziologii vidy snadnd a nalezeni Ceskych ekvivalentl a odpovidajicich obratd ve svété
anglofonni literatury neni automatické jednoduché. To lze pocitit na pouziti hybridnich vyrazl jako
inzulin-like peptid se slovem inzulin v ¢estiné (se z), corpora cardiaka (s k), uhlohydraty, 20—
hydroxyecdysone (anglicky), injikace, copy DNA vs. complementary DNA, a podobné.

3) DALSI FORMALITY

Obecné je v praci hodné preklept, zejména v interpunkci (tj. ukoncovani vét, obcas se vloudi tecka
doprostied véty a ta tak zGstava pahylem bez konce, jindy naopak véty konci bez tecky), gramatice
(napf. sntzka se ,z“) nebo odbornych terminech (napf. Dauer vs. Dauter formace, farmezol,
Heretoptera, homometabola vs. Holometabola, adhenin, nékolikrat Knopovd namisto Konopova).
Z toho vznikad dojem, Ze nékteré pasaze jakoby vznikaly horkou jehlou, cozZ je v kontextu celé prace
Skoda. Necht z uvedeného plyne nesporné pouceni, ze védeckou praci je tfeba nejen napsat, ale taky
poradneé a nékolikrat precist a nechat precist.

SHRNUTI

Pfedkladand diplomova price je od samotného pocatku, tedy definici cild, pfes vybér a popis
metod aZ po samotné jejich provedeni, jasnc koncipovanou védeckou praci, kterd nezapre prehled
a profesionadlni angazovanost sko'itclky v tématice a na strané druhé jeji vedeni prace smérem k
moderni fyziologické studii, kter’ cili na publikovani vystupl v podobé origindlniho védeckého
¢lanku. Samotny obsah prdce palc vytycené cile uspokojivé spliuje a celek pak dava vznik praci,
ktera je na jedné strané zcela uspokojivou a vyteénou praci diplomovou a na strané druhé praci
védeckou. Studentka tak méla prostfednictvim svoji prdce moznost poznat principy védeckého
uvazovani a prace od formulace hypotéz a otdzek pres design experimentu, po moderni metody
fyziologie a molekularni biologie. Ve vysledku tedy jak z hlediska akademického, tak z pohledu
obsahového, rad doporucuji prici '« obhajob?.

OTAZKY

1. Jak uvedeno vyse, neni z forn o prace, metodiky a vysledk( ziejmé, které z bohaté palety
pouZitych metod provadeéla auto: ia a ziskala tak v nich erudici a zkusenost a které naopak ve
spolupraci. Rad bych se tedy o tor védél vice.

2. Mate v planu zpracovat nékteré vsledky prace do publikace, ¢i néjak doplriovat pro pro pripadné
publikovani?

3. Chtél bych se vratit k hemolym!ov/m proteintm hexamerinm. Autorka se o nich zmirnuje jako o
zadsobnich proteinech, jejichz syrt’za je regulovina hladinou JH. Jsou hexameriny skutecné jen
zasobnimi proteiny? Nejsou ! ffazovany také jiné funkce, které primo souviseji s

metabolismem a regulaci JH?
V Praze, 13.1.2014

Robert Hanus
Ustav organické chemie a biochem ¢ AVCR, v.v.i.
Chemie spolecenského hmyzu




Oponentsky posudek magisterské prace

Nazev prace: Vztah mezi juvenilnim hormonem, starnutim a reprodukéni Uspé&nosti samcti Pyrrhocoris
apterus

Autor: Bc. Markéta Hejnikova

Skolitel: Doc. RNDr. Magdalena Hodkova, Csc.

Celkové zhodnoceni prace

Prace je pfehledné Clenénd a pUsobi celkové srozumitelnym a ucelenym dojmem. PredloZena prace ma
47 stranek vlastniho textu a vychdzi z65 zdroji informaci publikovanych prevdiné v prestiznich
zahrani¢nich Casopisech. Prace je psana srozumitelnym jazykem sminimem pravopisnych chyb a
preklepu.

Autorka se v praci zabyva zajimavym tématem vztahu signalizace juvenilniho hormonu s délkou Zivota,
morfologickymi a funk&nimi zménami gonad a reprodukéni Gspé&dnosti samcl plostice P. apterus.
Zodpovézeni téchto otdzek by umoznilo vyvodit zobecriujici zavéry presahujici fyziologii jen jednoho
Zivotisného druhu a bylo by nepochybné zékladem pro velmi pfinosnou publikaci.

Autorka zvolila k feeni této tématiky — dle mého nazoru — obdivuhodnou £kalu metodickych pfistupd
kombinujicich krasné klasické fyziologické metody s nejmodern&jsimi metodami regulace genové exprese
u nemodelovych organismii a dal3imi metodami molekularni biologie. Hlavni pfinos celé prace vidim
pravé predevsim v moznosti kombinovat obrovské mnogstvi nashromazdénych znalosti o plostici P.
apterus s modernimi pfistupy, které nam umoZfuji rozsifovat dosavadni poznatky i o poznani
molekularnich mechanismd.

Uvod

Vivodu nds autorka krdtce seznamuje se zakladnimi fakty, které jsou zndmé o plostici P. apterus a
vhodné nam tak sdéluje zakladni informace potiebné po pochopeni nasledujicich kapitol. Zde v nékolika
kapitolach shrnuje hlavni poznatky v rozumné ¢lenénych oddilech tykajicich se starnuti na teoretické bazi
i molekuldrnim mechanismdm stérnuti u hmyzu. Pojednavd o modelovém organismu P. apterus, o
neuroendokrinni Zldze corpus allatum, zodpovédné za produkci juvenilniho hormonu. V dalich
kapitolach je detailné pojednano o struktufe juvenilniho hormonu, jeho rolich u hmyzu i mechanismech
jeho pisobeni. Posledni kapitola literdrniho prehledu pak pojednavéa o roli a syntéze hexamerinQ,
jakoZto hlavnich zasobnich proteind hemolymfy u diapauznich jedinca.

Trochu mi v Gvodu chybi lep3i uspofadani kapitol a jejich provazani s piedlozenymi cili prace.

V zavéru literarniho rozboru jsou dobfe definovany diléi cile prace.

Celkové hodnotim Uvod, jako velmi povedeny.

Metody

Metody jsou zpracovany opravdu vyéerpdvajicim zpiisobem. V metodich neni opomenuta jedina
chemikalie, ¢i postup. Nepochybuiji, e na zékladé téchto metod by byl kdokoli schopen zopakovat
autorciny experimenty (a to i kdyby 3lo o malé dit&). Nejsem si v3ak jisty, jestli je to ten spravny zpUsob,
jakym by mély byt metody popsény v jakékoli publikaci. Jen pro upfesnéni udavam, %e &ni 21 stran
z celkovych 47 a chvilemi pfipominaly spi3 autorcin laboratorni sesit, nez strugny popis pouzité metody.




Je zifejmé, Ze v pfipadé publikovani této prace v odborném casopise by se musely metody zkratit z 21
stran tak na 21 radka.

Celkové hodnotim metody jako velice peclivé zpracovany navod, jak experimenty zopakovat, ktery by
mohl nepochybné slouzit v laboratoti pani doktorky Hodkové jesté nékolika generacim prichdzejicich
studentd. | pres bedlivou kontrolu jsem nenarazil na Zadny zavazny nedostatek.

Vysledky

Ve vysledcich se autorka vénuje charakterizaci $esti hlavnich experimentélnich skupin samct P. apterus.
Jednd se o jednice chované v kratkodennim svételném rezimu, dlouhodennim svételném rezimu, po
extirpaci neuroendokrinnich zlaz corpus allatum, a po down-regulaci receptoru JH a s nim spojovanych
transkripCnich faktord KrH1, Tai. U téchto skupin jsou stanovovéany nasledujici charakteristiky: I. mnoZstvi
protein v pfidatnych Zldzach, Il. zmény mnozstvi hexamernich proteint v hemolymfé, Ill.délka Zivota
zkoumanych jedinct, a za IV. jejich fertilita. Posledni ¢asti vysledk( jsou experimenty ukazujici funkénost
down-regulace genl a vliv experimentalnich zasah( na atraktivnost zkoumanych jedincd.

Ziskana data jsou extrémné zajimava a ukazuji vliv juvenilni signalizace na mnozstvi protein( v pfidatnych
zlaz samc(, na koncentraci hexamerind v hemolymfé i na délku Zivota, dale vysledky ukazuji vliv down-
regulace receptoru juvenilniho hormonu na fertilitu samct.

Vysledky jsou dobfe graficky zpracované, ackoli v nékterych ptipadech se mi zdd, Ze zbytecné nékteré
grafy jinym zplsobem ukazuji porad ty samé vysledky.

Déle bych autorce vytknul dle mého ndzoru malé pocty testovanych jedinct (hexamerni proteiny v
hemolymfé — 7 jedincu, prezivani 16 jedinci/zdsah). Neni také ziejmé, zda prezentované odchylky
ukazuji variabilitu testovanych jedinci, nebo replikaci celych experimentl (byly nékteré experimenty
opakovany?). U obrazkl pridatnych zlaz chybi métitko, které nam neumoziuje absolutni srovnani
velikosti tkani (byli i testovani jedinci vSichni stejné velci?).

posledni vytku bych sméroval k popisktim grafli a obrazku. Legendy by mély obsahovat viechny
informace potfebné k porozuméni zobrazovanych dat bez studia dal$iho textu. Autorka tak bézné

v celém textu oznacuje skupiny Tai, Met, KrH1 aniz by zdlraznila, Ze jde o jedince, u nichz byla exprese
téchto genli experimentalné down-ragulovéana. V diskusi tato skutec¢nost nakonec vyustila v konstatovani
typu ,Injekce Met a Tai snizila podle ocekavani.....“, jako kdyby se injikovaly jednotlivé geny a ne
interferencni dsRNA.

Celkové hodnotim vysledky jako zdafilé. Prinasejici fadu novych a objevnych zjisténi doplnujicich nase
dosavadni poznatky o fyziologii P. apterus a JH signalizaci u hmyzu. Grafické zpracovani jednotlivych
grafli je prehledné a ve vysledcich se da dobfe zorientovat.

Diskuse

V diskusi autorka vécné diskutuje své objevy s recentnimi poznatky o JH signalizaci u hmyzu. Sama také
presvédcivé diskutuje diivody, kvali kterym nékteré experimenty neukazaly predpokladané rozdily mezi
jednotlivymi skupinami. V zavéru celé préace jsou spravné shrnuta nejvétsi zjisténi autorciny prace.
Celkové hodnotim diskusi jako srozumitelnou a dostatec¢nou, pfesto mé ale napadlo pér otdzek, na které
by mi mohla pomoci autorka nalézt odpovéd:




Nejsem si jisty ohledné toho, jak moc vypovida tato prace o vyzkumu starnuti. Podle mého
néazoru i vzhledem k definicim starnuti v Gvodu tato prace pfili$§ o mechanismu starnuti nefika,
nebo ano?

Rada vysledk{ pfindsi rozpory mezi down-regulaci receptoru JH a operativnim odstranénim CA,
jak to lze vysvétlit? Ovérovali jste Uspésnost operaci ? Nelze fadu nejasnosti vysvétlit pravé
nedokonalym odstranénim CA?

Z experiment(l s méfenim mnozstvi proteinl v pfidatnych Zlazach vypliva, Zze kromé jH
produkovaného v CA bude hrat roli jesté jiny faktor, mate néjaky tip? Mohla by to byt pravé
insulinova signalizace?

V tomto experimentu je stejné mnozstvi proteinti u jedinct s down-regulaci genu Tai a Met, ale
velikost jejich pridatnych ZIaz se zda byt rozdilné velika (velikost Iépe koreluje s kvalitou
spermatu jedinct), jak to Ize vysvétlit?

Jak by autorky vysvétlila maly vliv Tai down- regulace na expresi hexamernich proteinu

v hemolymfé?

Je viibec mozné tvrdit néco o roli KrH1, pokud je jeho exprese experimentalné zménéna jen na
36,7%? Jsou jiné transkripcni faktory, které by mohly byt otestovany pro své pravdépodobné
zapojeni v téchto zkoumanych mechanismech (sam nevim, jen se vyptavam)?

Praci jako celek hodnotim velmi kladné. Sam jsem prosel zkusenosti uplatriovat molekularni metody u

nemodelového organismu jako je P. apterus a dokazu vidét to mnozstvi prace, které je za ziskanim
takovychto vysledkd nepochybné skryto. Prace pfinasi nové poznatky na poli vyzkumu juvenilni
signalizace u hmyzu a nepochybné se stane zdkladem pro Uspésnou publikaci v zahrani¢nim odborném
Casopise. Praci bez vahdani doporucuji k obhajobé a navrhuji znamku 1-2 v zavislosti na samotné obhajobé
autorky.

V Ceskych Budéjovicich 7.1.2014 /[w/\ %\Qm Bajgar




