OPONENTSKY POSUDEK NA DIPLOMOVOU PRACI KAROLINY BILKOVE
“VLIV SUPLEMENTACE KAROTENOIDY A OXIDACNIHO STRESU NA
MORFOLOGII, KVALITU SPERMIi A SPERMATOGENEZI U ZEBRICKY PESTRE*

Autorka vypracovala svou diplomovou praci pod vedenim Doc. Mgr. Tomase Albrechta, PhD a RNDr.
Katefiny Hortove, PhD na Pfirodoveédecke fakulté University Karlovy, na katedfe zoologie a
Vv Biotechnologickém ustavu AV CR na oddéleni reproduk¢ni biologie.

Hypotéza ,,phenotype-linked fertility* predpoklada, ze jak sekundarni pohlavni znaky samct, tak jejich
spermie jsou fenotypove plastické a mohou byt ovliviiovany prostiedim. Jednim z faktori ovliviiujici
jejich fenotyp mize byt oxidacni stres a schopnost organismu jeho vliv eliminovat. V diplomové praci
Karoliny Bilkové byli samci zebficky pestré (Taeniopygia guttata) z domestikované populace blizké
divokym zebtickam dlouhodobé vystaveni ptisobeni herbicidu diquatu, ktery mé zvySovat oxidacni
stres a karotenoidu luteinu, ktery by mohl mit antioxida¢ni funkci.

V literarni ¢asti autorka uvedla souc¢asné znalosti o mechanismech ovliviiujicich reprodukci zivocichi
se zaméfenim na ptaky. Popisuje spermatogenezi, morfologii pta¢i spermie a varlat, rychlost pohybu a
Zivotnost spermie, reproduk¢ni cyklus ptakd, tubulin, acetylace tubulinu, spermie a oxidaéni stres,
diquat dibromid a jeho toxicitu, charakteristiku karotenoidi a vybrany modelovy druh samecka
zebii¢ky pestré. Literarni piehled je doplnén dvéma barevnymi obrazky a poskytuje velmi dobry
soucasny pohled na danou problematiku s 214 citacemi.

Experimentalni ¢ast prace je provedena souc¢asnymi modernimi metodami, jejichz vybér odpovida
studovanému problému. Jejich praktické zvladnuti svédci o dobrych experimentalnich schopnostech
autorky. Jako priklad metodik uvadim morfometrii ptacich spermii, analyzu acetylace a-tubulinu,
ptipravu histologickych preparati varlat a jejich morfometrickou analyzu i statistické metody.

vvvvvv

V souladu s cili ptinesla diplomova prace nasledujici nejdtlezitéjsi poznatky:

1. Oxidaéni stres byl zebfickam zvySovan pomoci herbicidu diquatu, k suplementaci karotenoidy
byl pouzit lutein. Ani jedna z téchto latek, ani jejich kombinace nemély vliv na morfologii
spermii, na rychlost pohybu spermii, nebo podil abnormalnich spermii v ejakulétu.

2. Pisobeni diquatu zapficinilo ve varlatech snizeni priméru semennych kanalkl a nartst vysky
epitelu. V kombinaci s luteinem bylo snizeni priméru semennych kanalkl nejvétsi, lutein
zabranil narGstu vysky epitelu. Patologické zmény ve tkani varlete nesouvisi s produkci
morfologicky poskozenych spermii. U spermii domestikovanych zebficek nelze vyloucit
poskozeni na molekularni trovni.

3. Analyza acetylovaného a-tubulinu ukéazala, ze diquat u spermii zebficek snizuje intenzitu
signalu v bi¢iku, intenzita ale nesouvisi s rychlosti pohybu spermii zebfi¢ek. Pfi podavani
diquatu v kombinaci s luteinem zebtickam doslo k nardstu poctu spermii se siln¢j$im signalem
a poméry spermii se slabym a siln€j$im signalem se vyrovnaly.

4. Karotenoidu luteinu nelze prisoudit, zda ma jednoznac¢né pozitivni, negativni ¢i neutralni uc¢inek
na spermatogenezi u zebficek. Pfi snizeni vysSky semenotvorného epitelu a zvySeni poctu
spermii se silngjSim signalem acetylovaného a-tubulinu pii podavani diquatu s luteinem jde asi
0 pozitivni, antioxida¢ni u¢inek luteinu. Karotenoidy maji na spermatogenezi zebticek pozitivni
nebo neutralni vliv, pfi vySSich hodnotach oxida¢niho stresu udrzuji normalni pribéh
spermatogeneze.

Vytcené cile byly splnény a ziskané vysledky uvedené v Sesti tabulkach, dvou grafech a statistika
vysledktl v deseti pfilohach jsou v praci rozebirany a diskutovany.



Diplomova prace je piehledna a logicky setazend, S nepatrnym poctem pieklepu.

K diplomové praci mam dotazy:

1. Ve vasi studii nebyla koncentrace diquatu tak vysoka, aby zptisobila kromé morfometrickych
zmén ve tkani varlat selhani spermatogeneze, ale jak uvadite, nelze vyloucit poskozeni RNA a
DNA spermii na molekularni irovni. Jakym mechanismem podporuje diquat vznik superoxidu?

2. Me¢tili jste-ovérovali- zda diquat ve vaSich experimentech opravdu zvySoval hladinu ROS?
Existuje prace, kde to bylo zmétfeno a potvrzeno za podminek, které jste pouzili ve vaSich
pokusech?

3. V jakém poméru je mnozstvi diquatu podavané ptakim v experimentech k mnozstvi diquatu,
které se muze dostat do téla ptakt v prirodé? Jak se lisi jednotlivé druhy ptakti mezi sebou
v citlivosti na diquat?

4. Jak piSete dalezitou transferdzou u savcu je tubulin acetyltransferaza TAT1. Ptitomnost této
acetyltransferazy u savct zasadné ovliviuje reprodukéni Gspéch samet. Cheete sledovat illohu
TATL i u ptaka?

Diplomové prace plné prokazuje schopnost Karoliny Bilkové vysetfit a prozkoumat ptedlozenou
problematiku, spliiuje zadané ukoly. Vysledky dosazené Karolinou Bilkovou rozsifuji poznatky
Tomaska et al., 2017 o ucinku oxida¢niho stresu a karotenoidll na spermatogenezi u zebticky pestré a
ptispivaji k rozvoji biochemického a biologického vyzkumu v oblasti zoologie.

Hodnotim ji jako vybornou.

V Praze dne 23. kvétna 2018

Doc. RNDr. Véra Jonakova, DrSc.
Biotechnologicky ustav AV CR, v.v.i
Laboratof reproduk¢ni biologie



