Posudek oponenta na diserta¢ni praci RNDr. Andrei Bednarové:

Mode of action of adipokinetic hormone at the subcellular level in potentiating
anti-oxidative responses in insects

Adipokinetické hormony (AKHs) hmyzu jsou neuropeptidy, které maji primarné
metabolickou funkci spocivajici v mobilizaci lipida, glycidi nebo aminokyseliny prolinu z
tukového télesa a jejich utilizaci tkanémi (hlavné svalovinou béhem letu). Je také znamo, ze
AKHs figuruji v obrané proti oxidativnimu stresu tim, ze stimuluji antioxida¢ni obranné
mechanismy. I kdyZ je tato funkce AKHs vysoce dulezita, jeji molekularni podstata je stale
nedostateéné objasnéna. A pravé piispét k poznani této problematiky bylo pifedmétem
piedlozené disertacni prace. Hlavnimi cili experimentalni ¢asti disertacni prace bylo zkoumat,
do jaké miry AKH mize zmirnit oxidativni stres vyvolany v in vivo a in vitro podminkach.
Dale autorka prace studovala dulezitost intracelularnich zasob vapnikovych iontd a signalnich
drah zahrnujicich PKC a cAMP pro funkéni projevy antioxidacnich vlastnosti AKH. Autorka
se rovnéz zameéfila na vztah FoxO-sestrin-AMPK-TOR drahy k AKH signélovani béhem
stresové odpovédi.

K tomuto ucelu autorka nastudovala a pouzila Sirokou Skalu naro¢nych experimentalnich
metod pro detekci produkta lipidové peroxidace, intracelularnich zasob vapniku, membranové
fluidity, exprese geni apod., coz bylo spojeno s pouzitim technik ELISA, western blotting,
HPLC, spektrofotometrickych, fluorescenc¢nich a dalsich.

Vlastni diserta¢ni prace predstavuje 108 strankovy spis psany v anglickém jazyce. Prvnich 28
stran tvofi uvodni kapitolu, ktera je pfehledné roz¢lenéna do podkapitol, ve kterych jsou
popsany jednotlivé aspekty tvorby reaktivnich metaboliti kysliku, oxidativniho stresu,
poskozeni biologicky dulezitych molekul, a dale antioxida¢ni adaptacni mechanismy. Poté
nasleduje piehledny popis jednotlivych cil disertacni prace. Tyto kapitoly jsou vypracovany
velmi peclive, dostatecné podrobné a prakticky bez formalnich chyb.

Jak vyplyva zdalsi ¢asti predlozené disertaéni prace, autorka dosdhla velmi hodnotnych
vysledki. To je dokumentovano tfemi pracemi jiz opublikovanymi v kvalitnich
impaktovanych Casopisech a rukopisem C¢tvrté prace, ktera jiz byla rovnéz prijata do tisku.
Chtél bych zdiraznit, ze ve vSech ¢tyfech ¢lancich je dr. Bednéafova prvnim autorem, jeji
podil na téchto ¢lancich je tedy vysoky a nezpochybnitelny. Dr. Bednafova je navic autorkou
nebo spoluautorkou dalSich péti ¢lankt zvefejnénych rovnéz v Casopisech patiicich mezi
$picku v oboru. Autorka rovnéz vysledky prezentovala na celé fadé¢ narodnich i
mezinarodnich védeckych konferenci — v praci je uvedena aktivni Gcast na 8 konferencich,
které se konaly vesmés v zahranici.

V diserta¢ni praci jsou popsany nasledujici originalni vysledky, které se vazou k hlavnim
publikacim:

v Oxidativni stres byl indukovan efektivné v podminkach in vivo i in vitro aplikaci
peroxidu vodiku. AKH vyrazné redukoval poSkozeni lipidi a proteinti a snizoval
mortalitu u hmyzu vystavenému oxidativnimu stresu.

v' Byl prokazan vyznam PKC a cAMP drah a extra- i intra-celularnich zasob
vapnikovych iontl pro stimulaci antioxida¢nich mechanismi pomoci AKH.

v" Pomoci geneticky modifikované D. melanogaster (potlatena x over-exprimovana
tvorba AKH) bylo zjisténo, ze dFoxO pravdépodobné pusobi v signdlni draze AKH
jako traskripéni faktor zprostredkujici reakci D. melanogaster na oxidativni stres.




v Soucasti prace je také prehledny ¢lanek, ve kterém je podrobné diskutovana mozna
paralela v odpovédi na stres mezi glukagonem a glukagon-like peptidy u obratlovcii na
stran€ jedné a AKH u hmyzu na stran¢ druhé.

Dotazy a ptipominky oponenta:

Neni pochyb, Ze vysledky jsou skute¢né originalni a cenné pro mezinarodni veédeckou
komunitu. Prace ma vybornou uroven, vysledky jiz prosly recenznim fizenim a byly
opublikovany v prednich ¢asopisech daného oboru. Proto nasledujici pfipominky a dotazy
povazuji spiSe za naméty do diskuse:

1. Je znamo, Ze u savcl se na oxidativnim stresu vyznamnym zpusobem podili rovnéz
synthasa oxidu dusnatého, resp. jeji produkt oxid dusnaty. Ma tato molekula vyznam
také v oxidativniho stresu u hmyzu?

2. V télnich tekutinaich Ize pomérné¢ jednoduse fluorimetricky (ORAC) nebo
luminometricky (TRAP) stanovit celkovou antioxida¢ni kapacitu, ktera nam ukaze
informaci o uc¢innosti neenzymatickych antioxida¢nich mechanismi. M4 autorka
zkuSenosti s timto stanovenim v hemolymf@ a pokud ano, jak se vyviji ORAC/TRAP
po podani peroxidu vodiku?

3. Hmyz je vystaven oxidativnimu stresu také po pusobeni vnéjSich faktor (posttiky,
polutanty, fotosensitizace + UV zafeni apod.). S tim souvisi také toxické pusobeni celé
fady oxidanti. Myslite, Ze indukce oxidativniho stresu pomoci peroxidu vodiku je pro
sledovani ulohy AKH v antioxida¢ni obrané dostacujici nebo by se mél pouzit i jiny
oxidant (superoxidovy anion, oxidy dusiku, peroxynitrit .....)?

4. Aplikace AKH branila oxidativnimu poskozeni molekul. Vychazime-li ztoho, ze
AKH stimuluje antioxidacni obranné mechanismy, které by to mohly byt kromé
katalasy (ktera byla v praci sledovana)?

Zaver

Autorka prokédzala tvaréi schopnosti, teoretickou pfipravenost, schopnost analytického
mySleni pii planovani experimentti, znalost vysoce naro¢nych a specializovanych metodik i
schopnost redlné¢ interpretovat dosazené vysledky a zaujmout k nim kritické stanovisko.
Vysledky vyznamné obohatily soucasné poznani o zapojeni AKHs do obrany proti
oxidativnimu stresu u hmyzu.

Disertani prace po vSech strankach spliuje pozadavky kladené na diserta¢ni praci v daném
oboru.

Proto ji doporucuji k obhajobé.

V Brné 30. biezna 2015 W

Doc. RND,r. AntQm'n Lojek, CSc.
BFU AV CR, v.v.i.
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Brno 30. bifezna 2015

Oponentsky posudek na dizerta¢ni praci Andrey Bednarové ,Mode of action
of adipokinetic hormone at the subcellular level in potentiation anti-oxidative
responses in insects*

PredloZend dizerta¢ni prace zpracovava tématiku zapojeni adipokinetického hormonu (AKH) do
reakci spojenych soxidaénim stresem. Toto pusobeni AKH je kromé klasické aktivace
energetického metabolismu velmi zajimavou a potencialné vyuzitelnou oblasti pfi studiu stresu u
bezobratlych i obratlovci. Néplni prace jsou experimenty na dvou hlavnich modelovych
organismech (P. apterus a D. melanogaster) s cilem popsat funkci a pusobeni AKH b&hem
chemicky navozeného oxidaéniho stresu.

V dizerta¢ni praci je fada origindlnich vysledk, o jejich kvalité svéd¢i také to, Ze publikované
¢lanky jiz proSly recenznim fizenim v kvalitnich mezindrodnich ¢&asopisech (Comparative
Biochememistry and Physiology A, Physiological Entomology, Comparative Biochemistry and
Physiology C). Rada vysledkii vznikla ve spolupraci s Mississippi State University, kde autorka
dlouhodobé plisobila. V souhrnné review publikaci jsou nejprve detailn€ shrnuty soucasné znalosti
o AKH paraleln¢ s glukagonem, kdy se jednd o analogicky systém hormonalni regulace
homeostaze. Dal$i vyzkum se tykal mechanismi ptisobeni AKH v podminkach in vivo a také in
vitro na vypreparovaném hmyzim nervovém systému. Nasledné¢ byly studovany mechanismy
signalové transdukce zahrnujici cAMP a protein kinazu C, které jsou spole¢né s vdpenatymi ionty
zékladnimi prvky vedoucimi k antioxida¢ni odpovédi organismu. Vyznamné jsou také pokusy
s pouzitim RNAIi linii D. melanogaster pro snizeni nebo zvySeni genové exprese, které vedly
k objasnéni role transkripéniho faktoru dFoxO. Z rozsahlé experimentalni prace vyplyva, ze AKH
je soucasti konzervativni stresové reakce, kterd probiha analogicky u bezobratlych i obratlovci.

Dizerta¢ni préci tvofi obecny uvod a komentovany soubor ¢tyf prvoautorskych publikaci, dal3ich
pét publikaci autorky je stru¢né zminéno na konci prace. V Givodu o 43 strandch autorka popisuje
reaktivni kyslikové metabolity, oxida¢ni stres, poSkozeni zptisobené oxidaénim stresem,
antioxida¢ni mechanismy a zapojeni hormont do odpovédi na piisobeni stresu. Soucdsti této prvni
kapitoly jsou i jasné vymezené cile a hypotézy, na které navazuji jednotlivé publikace. Rozséhla
metodika uvedena v publika¢nich vystupech ukazuje, Ze autorka musela pro dosazeni uvedenych
vysledki zvladnout fadu metod z oblasti molekularni biologie, biochemie a genetiky. Dizerta¢ni
prace je peclivé psana na vysoké jazykové i odborné urovni v anglickém jazyce, po gramatické a
stylistické strance ji podle mne lze téZko n&co vytknout. Po formalni strance tato prace plné
odpovid4 pozadavkim kladenym na doktorskou dizerta¢ni praci, kvalitou a po¢tem publikacnich
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vystupil je velmi nadstandardni. Metodiky jsou v publikacich dostate¢né popsané, vysledky zietelné
prezentované a dokumentované origindlnimi grafy a obrazky, text je velmi piehledny a
srozumitelny, bez pieklepli. Autorka pouzivala sou¢asnou anglickou odbornou literaturu (vice jak
160 citaci pouze v Uvodu, dal$i literatura je uvedena u jednotlivych publikaci). Zavéry prace
odpovidaji hypotézam a jsou stru¢né shrnuty na str. 97.
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K pfedkladané praci neméam namitky, nasledné€ uvadim jen drobné pfipominky a né&kolik dotazii:

V Gvodni ¢asti bych uvital schéma zahrnujici studované pro- a antioxida¢ni mechanismy.
Detailni obecny piehled by mohl byt doplnén informacemi, jakych taxont se tykd (neni
jasné, zda je vSe uvedené mozno najit u ¢lovéka i u hmyzu).

Zminény jsou stru¢né i dusikové reaktivni metabolity, jaké jsou mechanismy odbouravajici
tyto latky, tj. co je pro né analogem antioxidanti? Piedpoklada se také zapojeni AKH
v téchto reakcich?

Reaktivni kyslikové metabolity jsou produkovdny b&hem oxidaéniho vzplanuti savéich
fagocyti, u hmyzu je jejich produkce mnohem niz$i a u nékterych druht nebyly tyto reakce
prokazany, jaka je situace u P. apterus a D. melanogaster?

Popisované pisobeni AKH po vlivu oxida¢niho stresu je dokumentovano na dospélcich,
jsou né&jaké rozdily v larvélnich stadiich?

Nékteré druhy napt. herbivorniho hmyzu pfijimaji s potravou velké mnozZstvi antioxidanti,
tento stav miZe posunout rovnovahu pro- a antioxida¢nich dé&ji ve prospéch antioxidanti.
Zapojuje se AKH také v téchto podminkéch, pfipadné projevi se to na vyssi odolnosti vici
oxida¢nimu stresu?

Je urovenl chemicky indukovaného oxidaéniho stresu v experimentech srovnatelna s redlnou
situaci, kterd miiZe nastat mimo laboratof (pfirozen€ nebo napft. pfi aplikaci pesticidi)?
Oxida¢ni stres puisobi na cely hmyzi organismus, nékteré tkané jako stfevo mu jsou ale
vystaveny intenzivné&ji, je antioxidaéni odpovéd’ stejna v celém organismu nebo je do urcité
miry lokalizovand?

Dizerta¢ni prace Andrey Bednafové ptedstavuje rozsdhlou a metodicky i ¢asové naro¢nou studii.
Autorka v ni dale dokazuje, Ze ma velky ptehled o literarnich zdrojich a dovede své vysledky
s témito udaji srovnavat, kriticky je hodnotit a diskutovat na mezinarodni urovni. Pfedkladana prace
jednoznaéné spliiuje pozadavky kladené na tento typ prace, proto ji doporuéuji ke schvaleni jako
jeden z predpokladi k udéleni titulu Ph.D.
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STILLMAN

Department of Natural Sciences

znd March 2015

TO WHOM IT MAY CONCERN

Detailed review report of thesis entitled “Mode of action of adipokinetic hormone at the
sub-cellular level in potentiating anti-oxidative responses in insects” submitted to the
School of Doctoral Studies in Biological Sciences, University of South Bohemia in Ceske
Budejovice, Czech Republic for award of Ph.D.

Candidate: Andrea Bednarova

Review report:

It was a pleasure for me to read and evaluate the thesis entitled “Mode of action of
adipokinetic hormone at the sub-cellular level in potentiating anti-oxidative responses
in insects” by Andrea Bednarova of the Faculty of Science, University of South Bohemia
and the Institute of Entomology, Biology Centre of ASCR. I commend the candidate as well
as the supervisors (Prof. D. Kodrik and Dr. N. Krishnan) for an excellent and well-organized
thesis. However, the credit in the end entirely goes to the candidate Andrea Bednarova for
submitting a comprehensive and detailed study of the mode of action of AKH in its anti-
oxidative responses. Of note is the fact that almost all aspects that encompass this thesis has
been published with the exception of one Chapter, which is a manuscript in communication.
The thesis has been divided into 7 Chapters: The first Chapter gives an excellent introduction
to the topic along with a very comprehensive review of literature (General Introduction). This
sets the stage for coming out with a set hypotheses which are clearly and succinctly
enumerated as objectives of the study (4 objectives). All the objectives have a primary goal to
elucidate the mode of action of AKH in potentiating anti-OS response in insects.

In Chapter II, which is a published peer-reviewed review paper, the candidate deals with
aspects related to determining if AKH function in insects has parallels with glucagon and
glucagon-like peptides in vertebrates especially during stress responses. This is a very well
written review since insights obtained from glucagon and glucagon-like peptides in their
stress responsive roles will certainly inform as well as help to understand the probable mode
of action of AKH in insects in their stress responsive role.

In Chapter III, which is a published research article, the candidate details if in vivo results on
the protective action of AKH can be also effectively replicated in an in vifro system? In my
opinion, this sort of study is of paramount importance to generate break-through results in the
field of physiology and biochemistry. Only when an in vitro system is established, can one
target specific signaling pathways with specific agonists and antagonists and evaluate the
response. Needless to say, the methods are detailed enough to allow easy reproducibility and
repeatability of the results obtained in this study and can also be extended to other insects not
covered in this study. The methods used in these studies are sound and the statistical
treatment of data appropriate.

In Chapter 1V, the candidate has nicely and cleanly demonstrated using the in vitro technique
developed earlier (Chapter I1I) that AKH employs a conserved signal transduction pathway to
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exert its anti-oxidative stress reactions. I was impressed by the various assays and methods
used in this study.

The fifth chapter (Chapter V) is a manuscript in communication that seeks to determine if
AKH signaling involves the FoxO-AMPK-TOR pathway. To address this, the candidate has
used the fruit fly Drosophila melanogaster with its repertoire of genetic potential. These kind
of studies are extremely relevant and highly recommended when attempting to delineate
signaling pathways.

Chapter VI summarizes the important results emanating from the entire work followed by
Chapter VII where supplementary scientific contributions of the candidate have been
appended. The last Chapter demonstrates that the candidate has indeed gone above and
beyond her own research topic and has established herself as a competent researcher.

Recommendation:

Having evaluated this thesis, I have no hesitation to strongly recommend award of the
Ph.D. degree to the candidate, consequent to having completed all other formalities
necessary for the award of the degree.

Some of the questions that may be posed for the candidate are as follows:

1. While hydrogen peroxide has been used as an elicitor of oxidative stress in the
studies, was there any particular reason for not employing Paraquat, which is also
well known, as well as a potent generator of OS ?

2. Are there any organs other than the brain (which was used in the in vitro study)
which could have been equally effective as an in vitro system?

3. I am sure that the candidate is aware of the complexity of attempting to identify the
precise signaling pathway employed by AKH even while using the Drosophila
model. What other strategies could have been used to conclusively link FoxO to

AKH signaling?
AR R

}MVQ\ 9_. 215

Sincerely,

Anathbandhu Chaudhuri, PhD
Assistant Professor of Biology
achaudhuri@stillman.edu
402-590-6480 (Cell)
205-366-8914 (off)

Post Office Box 1430, Tuscaloosa, Alabama 35403
Telephone 205-349-4240




