Oponentsky posudok

na doktorsku dizertaénu pracu Mgr. Lukasa Opalku

Syntéza lidskych m-O-acylceramidi a hodnoceni jejich vlivu na
bariérové vlastnosti koZnich lipidovych membran

Predlozend dizertana praca je zamerana na problematiku §tudia stratum corneum
I'udskej koze prostrednictvom modelovych lipidovych membran. Tak ako je to v pripade
zdravého organizmu, vhodnost modelov je posudzovand z hladiska transverzalnej
a lateralnej Struktary, zatial’ Co ich funkcénost’ je hodnotena prostrednictvom priepustnosti
malych molekul avody. Diskusia zasadzuje dané charakteristiky do kontextu
(pato)fyziologickych principov homeostizy koze, ktoré podciarkuju opodstatnenost’
a dolezitost’ prace pre modernu biomedicinu a farmakologiu. NajdolezitejSim vysledkom
dizertanej prace je urCite vypracovanie kompletného chemického postupu pripravy
komponentov funkéného modelu, ktoré v mnohych pripadoch nie su komeréne dostupné.
Aj zinych oblasti vedy a vyskumu st zname priklady, ked sa komeréna dostupnost
premietla do geometrického narastu experimentalnych vysledkov; za vSetky priklady
spomeniem vplyv komerénej vyroby silikonovych podloziek na experimenty
neutréonového rozptylu a difrakcie.

Praca je napisana kultivovanym spdsobom a ma dobra urovei. Uvod je venovany
opisu najdodlezitejSich vlastnosti a funkcii koze v organizme. Je prehl'adny a vel'mi poucny
aj pre novacikov v odbore. Samozrejme, na celu problematiku sa pozera hlavne z pohl'adu
chemického, ked’Ze praca je sucastou SirSich projektov rieSenych Vv kolektive doc.
Vavrovej na Katedre anorganickej a organickej chémie. Okrem $ir§icho autorlistu na
publikaciach v Zurnéaloch, v tlaci, alebo eSte vo faze recenzii je priame zainteresovanie
celého kolektivu vidiet aj z mnoZstva prace, ktord je v dizertacii prezentovana. Takato
kolaboracia je bezo sporu nesmierne délezita skusenost’ pre autora ako samostatného
vedca, ktory v dneSnom vyskume ale musi byt schopny SirSej spoluprace. Napriek tomu,
rdd by som vyzval autora na konkrétnejSiu identifikdciu vlastného vkladu
v experimentoch, ich néavrhoch a vyhodnocovaniach vysledkov prezentovanych
v dizertécii.

Jadro dizertacnej prace tvori cast’ ,,Vysledky®, ktora je priamou odpovedou na
stanovenie cielov v Gvode prace. Autor nepochybne splnil ciel de novo syntézy
acylceramidov. Tato podtrieda ceramidov s ultradlhymi retazcami sa dostatocne odliSuje
od ostatnych ceramidov a jej biosyntéza v organizme pozostava z niekolkokrokového
procesu. V priprave kompletnej laboratoérnej syntézy sa osobitost’ tejto skupiny vyznacuje
nizkou rozpustnostou a reaktivitou, ktoré sposobuju nizky vytazok v pripade ak je
priebeh syntézy vobec popisany. Praca na ndvrhu a optimalizacii takéhoto procesu je
preto obzvlast hodna uznania a sama 0 sebe predstavuje material vhodny pre dizerta¢na
pracu. Jednotlivé kroky chemickej syntézy su patricne dokladované rovnicami a vysledné
produkty overené roznymi analytickymi metddami. Aj ked’ tieto metddy netvoria cielova
Cast prace aich vysvetlovanie by nebolo na mieste, stru¢né konsStatovanie zmyslu
pouzitia danej metody a pripadné referencie na literatiru by boli vhodnym doplnenim
vedeckej stranky prace.

Jednou z metdd pouzitych na charakterizaciu Struktary pripravenych modelov je
praSkova difrakcia RTG zZiarenia, vdaka priamociaremu poskytovaniu informacii
0 usporiadanosti a periodicite lamelarnych Struktr. Merania obvykle prebiehaja



skenovanim priestoru uhlov vzorky a detektora, pricom S$pecialnym moéodom (tzv.
symetricky sken) je mozné vybrat’ len komponentu rozptylového vektora pozdiz normaly
lamiel. Transverzalna periodicita a Struktira sa potom urcuje z grafov podobnych tym na
Obr. 27 a 30 s x-ovou osou V jednotkach uhla detektora (2Theta), alebo v univerzalnych
jednotkach vektora rozptylu Q (Q=4n sin6/A, kde uhol rozptylu je 20) ako je s malym
preklepom zadefinované Vv kapitole ,,Experimentalni ¢ast“. Na tento preklep upozoriiujem
autora zamerne, nakol’ko sa v rovnakej obdobe vyskytuje aj v prispevkoch v Prilohe 1 a 4.
V prilohe 4 si navySe neStandardne pouzité hned dva parametre reciprokého priestoru, Q
as, ktoré vsak vo Fig. 1 nespliiaju vzajomny vztah Q=2ns (napr., difrakény rad 14 je
zobrazeny v Q~8.3 nm’, ktorému by malo zodpovedat s~1.3 nm™, zatial ¢o vloZenie
v obrazku ukazuje hodnotu takmer 12 nm™ — zaujimavé je, ze v danom pripade by 2Theta
uhol zodpovedal hodnote ~11.7°, no tento parameter na druhej strane nie je linearne
zavisly od difrakéného radu). Sudiac podla suvislosti ostatnych vysledkov sa vSak tato
chyba javi len formélnou.

KTIacovymi sa ukazali difrakéné experimenty najmé pri odhalovani a rozliSovani
kratkej a dlhej lameldrnej fazy. Okrem pozicie peakov bola analyzovana aj ich Sirka.
Difrakéna tedria vysvetluje niekolkymi vplyvmi preco sa experimentalne merany tvar
odliSuje od idealnych delta funkcii k funkciam, ktoré sa vo vSeobecnosti ukazali byt
kombinéaciou Gaussianu a Lorentzidnu. V principe ich mozno rozdelit’ na dve skupiny
podl'a toho ¢i st zviazané s 1) inStrumentom alebo 2) vzorkou. Prva kategoéria ovplyviiuje
takmer vylu¢ne tvar vSetkych peakov rovnako, zatial ¢o druha kategéria obsahuje aj
vplyvy, ktoré su funkciou radu difrakéného peaku, alebo jeho pozicie. Jednym
Z najvyznamnejsSich vplyvov z druhej kategorie je ,,vlnenie* lamiel. Narast pomeru Sirky
vysSieho radu k nizS§iemu (napr., As2/Asl pouzivané v dizerta¢nej praci — na strane 55 je
zrejme mylne uvedeny pomer Asl/As2) potom charakterizuje stupenl fluktuacii lamiel od
ich perfektného usporiadania. Je nutné si uvedomit’ limitovani presnost takéhoto
pristupu, ktord je vysledkom Statistickych chyb a pouZitim zjednoduSeného tvaru
reprezentacie peakov (napr., jednoduchy Gaussian, alebo Lorentzian). Vysledky pomerov
niz$ie ako 1 st prave takymto vysledkom a neprinalezi im Statisticka signifikantnost’.

V casti ,,Diskusia®“ sa autor vracia k najdolezitejSim vysledkom, pricom z nich
kon$truuje dostatocne uceleny obraz Studovaného zadania. DielCie ciele dané do
vzajomného suvisu a kontextu Stadie sa tak stdvaji Castou systematického vyskumu.
Pozitivny dojem prace na koniec uzatvara Cast’ ,,Zaver*, v ktorej je pravdivo konStatované
naplnenie stanovenych ciel'ov dizertacie.

Moje zavere¢né hodnotenie je nasledovné. Téma dizertacnej prace je vel'mi aktudlna a
pritazliva. Dizertatnd praca nepochybne splnila stanovené ciele. Téma bola spracovana
velmi precizne s pouzitim modernych metdéd. Vdaka novo navrhnutému postupu
chemickej syntézy moéze sluzit’ bazou pre rad d’alSich vyskumov fyziky, chémie a biologie
stratum corneum. Doktorské dizertaéna praca Mgr. Opalku spifia i napriek vyssie uvedenym
nedostatkom po formalnej a vecnej stranke poziadavky na takito pracu a jednoznacne
navrhujem jej prijatie k obhajobe.
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