Posudok na doktorsku dizertaénu pracu Mgr. Barbory Janusovej “Vliv derivati
aminokyselin a ceramidii na bariérovou funkci ktize”

Celkové zhodnotenie dizertacie:

1. Téma dizertaénej prace je aktualna a mimoriadne zaujimava. Stadium bariérovych
vlastnosti koZze a najma stratum corneum je zaujimavé nielen z farmaceutického, ale zo
vSeobecne prirodovedného hfadiska. Optimalnou stratégiou v tomto Studiu je testovat,
ako vplyvaju rozne latky na tieto vlastnosti a hfadat' vztahy medzi ich u€inkom, Strukturou
a zmenami Strukturnych a dynamickych parametrov, ktoré indukuju v ciefovom objekte.
Ziskané poznatky mézu mat dblezité praktické aplikacie, napriklad pri priprave mnohych
topickych liekovych foriem, ale aj pri hfadani novych lieCiv pouZitelnych na lieCenie
niektorych patologickych stavov koze. Skolitelské pracovisko a $kolitelka doktorandky
dosahuju v takomto vyskume dlhoro€ne vynikajuce vysledky. Tématicky dizertacia dobre
zapada do tohto smerovania.

2. Ciel dizertaénej prace je jasne uvedeny na str. 11 — vyskum ucinkov ceramidov
a modulatorov bariérovej funkcie koze na koznu bariéru a osvetlenie vztahov medzi ich
Strukturou a uc€inkom. Motivaciou je ziskat poznatky, ktoré moézZu prispiet
k efektivnejSiemu navrhovaniu Struktur koznych modulatorov s nizkou toxicitou
a dermalnou drazdivostou vhodnych pre klinické aplikacie, resp. analégov ceramidov
vhodnych pre lieCbu koznych ochoreni. Doktorandka v dalsom tento globalny ciel
podrobnejSie Specifikuje v Ciastkovych cieloch: 1. Derivaty aminokyselin ako akceleranty
transdermalnej permeacie, 2. Vplyv dizky acylového retazca ceramidov na permeabilitu
modelovych membran a Studium ich termotropného chovania, 3. Derivaty aminokyselin
ako latky schopné regenerovat’ poskodenu koznu bariéru. Dizertacia jasne demonstruje,
Ze stanovené ciele boli spinené.

3. Metdédy pouzité v dizertacii su narocné. Doktorandka venuje znacny priestor popisu
moznych aplikacii infratervenej spektroskopie s Fourierovou transformaciou na Stadium
stratum corneum v uvodnej Casti dizertacie, v daldich Castiach ju UspeSne pouziva.
Okrem tejto bezosporu naro¢nej fyzikalne-chemickej metédy vSak pouzila celu radu
dalSich experimentalnych metdd, ktoré si nemenej naroéné. Spomeniem namatkou FT
NMR spektroskopiu, hmotnostnu spektrometriu, diferenéni skenovaciu kalorimetriu,
HPLC, merania dermalnej elektrickej impedancie, naro¢né Statistické metddy
vyhodnocovania vysledkov. Klu€ovym bolo samozrejme pouzitie Franzovej difuznej cely
v permeaénych experimentoch. Hoci sa tato metéda zda byt jednoducha, jej
reprodukovatelnost’ a presnost v zna¢nej miere zavisi od majstrovstva experimentatora.
V dizertaCnej praci sa ale testuje napr. aj bunkova a dermalna toxicita Studovanych latok,
aktivity kaspaz z hladiska proapoptotického uc€inku akcelerantov. Mimoriadne vysoko
hodnotim nielen pouzitie vSetkych tychto metdd, ale aj ich zladenie a nevyhnutnu
koordinaciu.

4. Zasadné nové vysledky dizertacie dolezité pre dalSi rozvoj vedy su predovsetkym
vysledky komplexného Studia dodecylesterov aminokyselin (prolin, sarkozin, alanin, 3-
alanin a glycin) s kratSim acetylovym alebo etylovym substituentom na aminoskupine
(tzv. jednoretazcové akceleratory), resp. s dlhym 12 uhlikatym retazcom na tejto skupine
(tzv. dvojretazcové akceleratory). Doktorandka pripravila 24 derivatov, vratane L a D
enantiomérov derivatov prolinu a alaninu, vycistila ich, charakterizovala teplotami
topenia, NMR a IC spektroskopiou a hmotnostnou spektrometriou, vypodtom logP,
a v pripade chiralnych zlucenin optickou otacavostou. Testovanim urychfovacej aktivity
pripravenych akcelerantov ako najucinnejdi sa ukazal byt jednoretazcovy derivat so
skratkou L-Pro2 (N-acetyl derivat dodecylesteru prolinu), aktivita sa vyznamne neliSila od
jeho D-enantioméru; dvojretazcové akceleratory vSak mali podstatne nizSiu aktivitu.
Viysledky IC spektroskopie, predovietkym posun a $irka metylénovych valenénych
vibracii (s aj as), naznacili zmeny v konformacii lipidovych retazcov — narast vyskytu
gauche konformérov — pri interakcii L-Pro2 s lipidmi stratum corneum, ¢o indikuje mozny



mechanizmus ucinku. Testy in vitro aj in vivo na potkanoch ukazali, Zze L-Pro2 by mohol
byt vhodnym kandidatom na klinické pouzitie vzhfadom na vysoku aktivitu, reverzibilny
uCinok a nizku toxicitu. Doktorandka piSe, akym smerom by sa mali testy v dalSom
uberat. Vzhfadom na moje vlastné profesionalne zameranie sa mi okrem Studia derivatov
aminokyselin velmi pacilo skimanie termotropneho chovania modelovych membran SC
pomocou kalorimetrie a IC spektroskopie kombinované s permeadnymi experimentami
s modelovymi membranami vytvorenymi na péroch polykarbonatovych filtrov.

5. Publikaéna ¢€innost’ doktorandky je bohata. Vysledky dizertacie publikovala ako prva
autorka v 1 praci v kvalithom Casopise s vysokym impact faktorom, druhi pracu ma
v recenznom pokracovani. Bola aj prvou autorkou 7 prispevkov na konferenciach. Ako
spoluautorka sa podielala na 5 dalSich kvalitnych €asopiseckych publikaciach, vsetko
v rozmedzi rokov 2009-2011. Povazujem to za obdivuhodny vykon.

Spracovanie dizertaénej prace:

Rozsah dizertacie je primerany (133 stran), vyvazeny je rozsah jednotlivych hlavnych kapitol,
ktoré po globalnom Uvode odrazaju postupnost Ciastkovych ciefov. Takéto Clenenie vedie
ktomu, ze sa s kazdou hlavnou kapitolou dostavame k lokalnemu uvodu, materialu
a metdédam, vysledkom a diskuzii, celkovo tri razy podfa jednotlivych Ciastkovych cielov.
Zaver sumarizuje ziskané vysledky a CiastoCne opakuje diskuziu. Dizertacia je napisana
v Cestine, je Ctiva atext svedCi o kvalitnych formulaénych schopnostiach autorky. Ako
staromilcovi mi ovSem mierne prekaza ,molekularni namiesto ,molekulovy®, nepaci sa mi
tiez, ze molekuly by mali mat’ hlavu, i ked len polarnu. Mam aj vyhrady k terminu ,tepelny
tok“ (str. 81), nemala by sa skenovacim kalorimetrom merat’ tepelna kapacita? Doktorandka
v zozname literatary cituje 209 pévodnych publikacii; ¢o svedC€i o jej dobrej séitanosti a
schopnosti selektovat’ podstatné informacie. Format zoznamu literatary (tzv. uplné citacie) sa
prikladne dodrziava. Na rozdiel od slovenskych zvyklosti chyba zoznam tabuliek a obrazkov.
V prilohach k dizertacii su publikacie doktorandky v anglitine, jedna zverejnena, druha
zaslana do redakcie. Graficka Uprava dizertacie je vyborna.

Otazky:

1. Popiste blizSie tzv. roztvorenu a vlasenkovu konformaciu lipidov (str. 21).

2. Aké boli kritické micelové koncentracie pripravenych derivatov aminokyselin? Boli vacsie
¢i menSie ako 1 hm. % v aplikovanych suspenziach teofylinu alebo hydrokortizénu?

3. Cyklovali ste zohrievanie/chladenie modelovych membran pri DSC meraniach? Ak ano,
aky bol vysledok? Ak nie, pre¢o?

4. Predpokladate objemovu alebo lateralnu separaciu faz v experimente s vysledkami na
obr. 33?

5. Aké boli chyby teploty resp. intenzity na Obr. 42 na str. 917

6. Ako sa meni rozdelovaci koeficient s dizkou acylu u $tudovanych ceramidov?

Zaver:

Predlozena praca spifna podmienky kladené na dizertaéni pracu. Doktorandka
preukazala dizertanou pracou, ze zvladla metodiku vedeckej prace a ze je schopna
samostatne tvorivo vedecky pracovat’. Ziskala nové poznatky délezité pre d’alSi rozvoj
vedy. Suhlasim, aby bol doktorandke po Uspes$nej obhajobe dizertacnej prace udeleny
akademicky titul "philosophiae doctor” v studijnom odbore Bioorganicka chémia.

V Bratislave, 4. 8. 2012

Prof. P. Balgavy, CSc.
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