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Cile prace

Predkladana magisterska prace Bc. Jessicy Malfatti se zabyva roli transkripéniho
faktoru ISL1 transcription factor, LIM/homeodomain (Isll) pfi vyvoji pankreatu.
Detailnéji se pak zaméfuje na popis fenotypu kondicionalni delece genu Isll
v endokrinnich bunkach pankreatu béhem embryonalniho vyvoje modelového
organismu mySi domaci (Mus musculus). Autorka studovala vliv ztraty ISL1 na
strukturu Langerhansovych ostravkl a dale pak efekt ablace Isll na zastoupeni
jednotlivych pankreatickych bunéénych subtypl. Technicky také optimalizovala
protokol sortovani embryonalnich pankreatickych bunék pomoci fluorescencéni
cytometrie, kterou pouzivala pro ziskani frakce nabohacené na endokrinni buriky po
probéhlé rekombinaci.

Struktura (¢lenéni) prace a hodnoceni jejich &asti:

Predkladana diplomova prace se sestava z celkového poctu 69 stran, z nichz 59
stranek tvofi samotnou praci nasledovanou 10 stranami literarnich citaci. V souladu
s pozadavky kladenymi na vypracovani magisterské diplomové téze prace dale
obsahuje titulni stranu, Cestné prohlaseni a abstrakty vypracované v Ceském a
anglickém jazyce. Prace je napsana v ¢eském jazyce.

Prace je logicky ¢lenéna do oddili Obecny uvod a prehled problematiky, Cile prace,
Material a metody, Vysledky, Diskuze a Zavér.

Uvod do problematiky obsahuje popis onemocnéni Diabetes mellitus a vyhledové
strategie jeho IéCeni pomoci transplantace in vitro diferencovanych bunék. Pro
budouci mozné terapeutické vyuziti téchto pfistupl je ale nutné dobfe
charakterizovat drahy vedouci k diferenciaci do jednotlivych typl pankreatickych
endokrinnich bunék, cemuz se autorka detailné vénuje v nasledujicich kapitolach
popisujicich morfologii a vyvoj pankreatu.

Cile prace jsou jasné a stru¢né formulované.

Material a metody: sekce obsahuje popis pouzitych mySich kmend, nasledovany
seznamem pouzitych chemikalii, roztokll a pfistroju. Autorka dale metodicky
popisuje spektrum provadénych laboratornich technik. Fakticky bych jen upozornila
na drobnou nepfesnost u popisu kmenu “Rosa26-STOP-tdTomato“ (legenda
k obrazku €.4.1), kdy floxovana STOP kazeta byva tvofena kombinaci stop kodonu
a multiplikovanych polyA signald, které zabranuiji transkrip&nimu propisu k sekvenci
kédujici tdTomato protein.

Vysledky: v prvni Casti vysledkl se autorka zabyva charakterizaci fenotypu mysi
s tkanové specifickou deleci genu Isl1, a to v riznych stadiich vyvoje pankreatické
tkané. Autorka prezentuje vysledky zimunohistochemickych barveni, mRNA
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expresni analyzy, a nakonec preklada vysledky optimalizace disociace a sortovani
pankreatické tkdané pomoci prutokové cytometrie. Autorka si zde zaslouzi ocenit za
Siroké spektrum zvladnutych technik, i peclivy pfistup k jejich provedeni.

Jsou pouzité literarni zdroje dostateéné a jsou v praci spravné citovany?
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni Udaje z literarnich zdroju?

Prace obsahuje celkem 10 stran citaci, coz poukazuje na znacné mnozstvi odborné
literatury, které autorka pfi psani prace nastudovala. Citace jsou v textu pouzity na
spravnych mistech a autorka z literatury odvozuje samostatné zavéry.

Jsou vysledky prace adekvatnim zplisobem ziskany, zhodnoceny a diskutovany?

Sekce svysledky je dobfe napsana a vysledky experimentl jsou vhodnym
zpusobem vyhodnoceny.

V Casti 5.1 Fenotyp tkanové specifické delece genu Isll (Isl1CKO) bych jen u
obrazku €. 5.2 doporucila u jednotlivych genotypu uvést pocet mysi, u kterych byla
stanoveni provadéna, nebo pfipadné zvolit vynos grafu se zobrazenim jednotlivych
zvirat jako samostatnych bodu.

Autorka v diskuzi vhodné diskutuje zjisténé vysledky a uvadi k nim relevantni odkazy
z literatury. Spekuluje nad moznymi molekularnimi pfi¢inami pozorovanych jevu a
navrhuje mozné budouci experimenty, kterymi by se tyto jevy daly dale studovat.

Formalni uroven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova urovern):

Prace je psana kultivovanou ¢€estinou, s naprostym minimem drobnych preklepu.
Autorku je tfeba za takovou peclivost pochvalit. Autorka dale vhodné pouziva
odborné terminy, coz poukazuje na jeji velmi dobrou orientaci ve studované
problematice. Text je Ctivy a pFfedkladana zjisténi dobfe vyargumentovana. Do
budoucna bych ale autorce, s ohledem na jeji dalSi védeckou kariéru, doporucila jeji
dalsi prace jiz psat anglicky. Dobfe napsané diplomové nebo dizertani prace lze
pouzit jako zaklad pro publikace typu review, nebo jejich ¢asti pouzit pro psani
grantovych Zadosti.

Prace obsahuje nékolik pfevzatych a autorkou doupravenych schémat, ktera vhodné
doprovazeji sdéleni vtextu. Soucasti prace jsou také v grafické podobé
prezentované vystupy z mikroskopii €i riznych méfeni.

Splnéni cilt prace a celkové hodnoceni:

Prace si vytyCila za cil charakterizovat fenotyp vyvoje pankreatu po kondicionalni
deleci genu Isl1 v brzkém embryonalnim stadiu. Autorka dale v kontextu ablace Isl1
porovnavala expresi vybranych genl charakteristickych pro a-buriky, jelikoz v ISL1-
deficientnim pankreatu byly pozorovany defekty jejich diferenciace. Tretim cilem
prace potom bylo optimalizovat protokol pro ziskavani purifikovanych populaci
endokrinnich bunék pomoci pritokové cytometrie. Autorka UspésSné postoupila ve
vSech tfech oblastech, a vytyCené cile prace tak byly spinény.

Prezentovana prace Jessicy Malfatti v plném spektru spliuje veSkeré odborné i
formalni nalezitosti kladené na uspésné vypracovani tohoto typu prace, a viele tak
doporucuji udéleni titulu Mgr..

Otazky a pfipominky oponenta:




Strana 3

K pfedloZené praci bych méla nasledujici otazky:

1. pro kondicionalni deleci genu Isl1 byl pouZit transgenni driver NeuroD1-Cre, kdy
autorka v textu uvadi, ze k aktivaci Cre rekombinazy dochazi v embryonalnim dni
E9.5 v endokrinnich prekurzorech. Monitorovala autorka pfipadné detailnéji, napf.
pomoci reportérové alely R26-STOP-tdTomato ¢i pomoci imunohistochemického
barveni ISL1, jaky je pattern ztraty ISL1 (uniformni ¢i ve specifickych lokacich)?

2. U analyzy E11.5 Langerhansovych ostrivka autorka uvadi, Zze u kondicionalnich
mutantl IsILCKO mySi nevytvareji glukagon-produkujici bunky shluky, ale jsou
chaoticky rozptyleny; ve dni E14.5 a v postnatalnim stadiu P9 pak a-buriky témér
zcela chybi. Ma autorka néjakou teorii, jakym mechanismem dochazi ve vyvoji
pankreatu ke vzniku shlukt glukagon-produkujicich bunék a jak tento mechanismus
narusuje ablace IslI1?

3. Autorka dale uvadi, ze u IsSILCKO mutantu je ve stadiu E12.5 navySena exprese
genu Fev, ktery je markerem pozdniho prekurzorového stadia, coz by indikovalo
arest diferenciace progenitoru do a-linie. Ma autorka pfedstavu, co se ve vyvijejici
se tkani ISL1-deficientniho pankreatu po E12.5 dale déje se zastavenymi
progenitory? Jsou napf. odstranény apoptosou, nebo diferencuji do jiného
bunééného typu?

4. Autorka uvadi, Ze ve stadiu E12.5 pozorovala v IsILCKO pankreatech snizenou
expresi fady genu charakteristickych pro a-linii, s vyjimkou genu Irx1, ktery bude
pravdépodobné regulovan ISL1-independentnim mechanismem. Ma autorka
predstavu, které z genu vykazujicich snizenou abundanci jsou pfimo regulovany
transkripénim faktorem ISL1 a které jsou pfipadné snizené jen sekundarné spolu
s defektem diferenciace a-bunék?
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