Oponentsky posudek na doktorskou disertacni praci Mgr. Lukase Opalky
Syntéza lidskych m-O-acylceramidi a hodnoceni jejich vlivu na bariérové vlastnosti
koZnich lipidovych membran

Disertacni prace Mgr. Lukase Opalky se zabyva studiem bariérovych vlastnosti ktize.
Cilem prace byla jednak syntéza ,,lidskych* m-O-acylceramidi, n¢kterych ceramid-1-fosfatl a
gangliosidu, jednak studium vlivu pfitomnosti téchto ceramidl na bariérové vlastnosti a
chovani modelt lipidovych membran ktize.
Konstatuji, ze se doktorand se stanovenymi cili uspé$né vyporadal:
- Vypracoval modifikovany synteticky postup pro pfipravu o-O-acylceramida
aplikovatelny i pro syntézy v gramovém méfitku.
- Vypracoval postup pro syntézu ceramid-1-fosfati pro budouci studium vlastnosti
téchto signalnich molekul.
- Zvladl syntézu modifikovanych gangliosidi typu GM1 se zkracenym acylovym
fetézcem.
- Vyuzil pfipravené ceramidy ke studiim vlastnosti modelt lipidovych membran ktze.
- Zdosazenych vysledki vyvodil odpovidajici zavéry.

Oponentovi usnadiuje jeho tlohu skutecnost, ze vysledky préce jiz byly publikovany
v peer reviewed casopisech (3 prace, z toho 1x jako prvni autor) a dalsi 3 prace byly jiz
zaslany k opublikovani.

Pfes uvedena pozitiva mam k praci né€kolik ptipominek a dotazi. Tyto dotazy,
komentéte a pfipominky jsou fazeny nikoliv podle zadvaZnosti, nybrz chronologicky, tak, jak
jsem na n¢ v textu narazil:

1. Ctenaf, ktery neni odbornikem v oblasti sfingolipidi, by jisté uvital kratké entrée do
nazvoslovi téchto slou¢enin — minimalné by to chtélo zminit ¢islovani skeletu
sfingosinovych derivatl, které je odlisné od systematického nazvoslovi. Po jisté dobé
se sice ¢tenaf zorientuje, ale...

2. Kdyz jsem si pfi ¢teni disertaéni prace prubézné doplioval vzdélani v oblasti
sfingolipidi, narazil jsem na pseudoceramidy. Jaky je potencial (terapeuticky, vyuziti
Vv modelech apod.) u téchto sloucenin, které jsou bezpochyby snaze dostupné nez
autentické ptirodni ceramidy?

3. V odst. 3.2.1 (str. 18) autor zmifluje, Ze fetézce mastnych kyselin v lipidové membrané
klize mohou mit sudy (pfevazné) i lichy pocet uhlikovych atomt. Je néco zndmo o
tom, zda se zde (podobné jako napf. u termotropnich kapalnych krystali a u mnohych
dalsich latek) vyskytuje even-odd efekt?

4. Nastr. 33 v obr. 12 me zaujal pokus o pfipravu Grignardova ¢inidla z ow-bromalkanové
kyseliny. V tomtéz schématu je rovnéz pozoruhodna transformace silylovaného -

dotaz: problém syntézy spocival v nemoznosti ptipravy Grignardovych ¢inidel
(pochopitelné ne z volnych karboxylovych kyselin), nebo v jeho nasledné
transformaci? Otestoval doktorand, zda organokovové ¢inidlo opravdu vzniklo, napf.
rozkladem organokovu pomoci CD30D a néslednou analyzou produktt rozkladu?

5. Na str. 36 doktorand zminuje pokus o acylaci latky 16 v iontovych krystalech — ziejmé
vS§ak ma na mysli iontové kapaliny.

6. V oddilech popisujicich vliv pfitomnosti pfipravenych @-O-acylceramidii na vlastnosti
modelil lipidovych membran postradam porovnani s chovanim ptirodnich
biologickych membran. To by pomohlo posoudit, nakolik jsou navrzené a studované



modely relevantni. Jsou zde sice odkazy na prace, kde by se vlastnosti nativnich
systému nechaly zjistit, ale bylo by moc pékné, kdyby prace poskytla pfimé
porovnani...

Formalni chyby:

1. Mozna jsem zaspal vyvoj v nazvoslovi, ale biochemie — stejn¢ jako organickd chemie
— je (asponi doufam) stale konzervativni a nepodléha snaham o fonetizaci slov. Takze
(jak doufam) nomenklaturné spravné nazvy enzymi maji koncovku —asa.

2. Nastr. 22 je uveden enzym, ktery transformuje 3-hydroxyacylCoA na 2,3-enoylCoA,
jako 3-hydroxyacylCoA dehydrogenasa. Vzhledem k tomu, ze v tomto kroku
zustava oxidacni stupenn molekuly beze zmény (jde o dehydrataci), zafazeni enzymu
mezi dehydrogenasy povazuji za zlo¢in.

3. U halogend, které jsou jako substituenty zakladnich hydridi pouzivame v ¢estiné
ptedponu fluor-, chlor-, brom, nikoliv fluoro-, chloro-, bromo-. Tento anglikanismus
se vyskytuje na mnoha mistech v disertaci.

Ptes uvedené ptipominky konstatuji, Ze pfedloZend prace rozsahem experimentu,
zavery z nich vyvozenymi i formou zpracovani splituje naroky na disertacni prace kladené.
Mgr. Lukas Opalka prokézal, Ze je schopen samostatné védecké ¢innosti ve vyzkumu i ve
VYVOji.

Doporucuji proto diserta¢ni praci Mgr. Lukase Opalky k obhajobg.

V Praze dne 7. zafi 2016 doc. Ing. Frantisek Hampl, CSc.



