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Oponentský posudek diplomové práce Bc. Jany Vybíhalové na téma:

„Modifikace DNA novými protinádorově účinnými dvojjadernými komplexy platiny a termodynamická analýza těchto modifikací“

Diplomová práce Bc. Jany Vybíhalové se zabývá využitím mikrokalorimetrie k posouzení míry destabilizace struktury DNA dvou nových komplexů platiny a „klasické“ cisplatiny. Autorka ve své práci ověřuje hypotézu, podle níž by za slibnými hodnotami biologické aktivity těchto dvojjaderných komplexů na nádorových liniích mohla stát právě nízká míra lokální destabilizace struktury DNA ve srovnání s klinicky používanou cisplatinou. Toto srovnání provedla autorka na krátkých dvouřetězcových fragmentech DNA obsahujících přesně definovaný vnitrořetězcový adukt studovaných komplexů. 
Diplomová práce má rozsah 72 stran a je klasicky členěna. Teoretická část (26 stran) popisuje použití platinových komplexů v protinádorové terapii, na příkladu cisplatiny je popsán mechanismus působení těchto látek a jejich interakce s cílovým místem působení (molekulou DNA). Samostatné kapitoly jsou věnovány základním principům termodynamiky a jejich uplatnění ve vztahu ke struktuře DNA. Následují jasně formulované cíle práce a přehled materiálu a metod včetně přístrojů, které byly při přípravě vzorků použity a měření (9 stran). Ve výsledkové části zahrnující i diskusi (celkem 18 stran) jsou ve formě chromatogramů ukázány výsledky z fáze purifikace zmíněného aduktu. Dále jsou prezentovány výsledky elektroforetické analýzy, které potvrzují, že se jedná o požadovaný adukt. Následují výsledky termodynamické analýzy pomocí diferenční skenovací kalorimetrie (DSC) a jejich interpretace a diskuse. Nejdůležitější poznatky získané v této práci jsou shrnuty v závěru (2 strany), práci uzavírá poměrně bohatý seznam použité literatury (67 citací).

Autorce se v této práci, která je pilotní z pohledu testovaných látek, podařilo u komplexu s pyrazolátovým můstkem ukázat, že vnitrořetězcový můstek tohoto komplexu mezi dvěma sousedními guaninovými zbytky ovlivňuje strukturu DNA méně než obdobná modifikace cisplatinou. Adukt je tedy hůř rozpoznatelný pro buněčné reparační mechanismy, což se pozitivně promítne do protinádorové aktivity daného komplexu. Práce tedy řeší vysoce aktuální problematiku s možností přímé aplikace. Na předložené diplomové práci bych rád vyzdvihl vysokou odbornou, jazykovou i formální úroveň. Dále také rozsah experimentální práce, vyžadující zvládnutí poměrně širokého spektra metod molekulární biofyziky.
K práci mám několik dotazů:

· jak jste zajistila ekvivalentní poměr top/bot řetězců pro hybridizaci, resp. může malý přebytek jednoho z řetězců ve vzorku negativně ovlivnit výsledek měření na DSC? 

· v grafu č. 5 je zmiňována aktivace cisplatiny AgNO3, která nebyla v textu vysvětlena

· jaké množství purifikovaného aduktu je třeba pro měření na DSC?
· bylo by možné změnou podmínek při modifikaci DNA komplexem AMTA omezit vznik více produktů?
· bylo by v principu možné provést rozklad závislosti změny tepelné kapacity na teplotě pro komplex AMTA (graf č. 11) na jednotlivé píky tyto dále analyzovat? 

Přes uvedené připomínky rád konstatuji, že předložená práce splňuje požadavky kladené na diplomovou práci, a proto ji doporučuji k obhajobě.
V Olomouci 2.6.2011




Mgr. Vlastimil Mašek, Ph.D.
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