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Posudok oponenta na dizertaénu pracu

»Studium vlivu hydroxylace ceramidii na permeabilitu a mikrostrukturu modelovych
lipidovych membran“

autor Mgr. Andrej Kovacik

Mgr. Andrej Kovacik vypracoval dizertacnt pracu na Katedre organické a bioorganické
chemie, Farmaceutickej fakulty Karlovej Univerzity, v skupine Skin Barrier Research Group pod
vedenim prof. PharmDr. Katefiny Vavrovej, PhD. Dizerta¢né praca ma netradicné ¢lenenie,
ktoré je v sulade s Vnatornym predpisom €. 180e/2017, €l. 17, bod 3. Dizertacny spis
predstavuje Sest’ kapitol: 1. kapitola, Uvod a ciele prace, za¢lefiuju studovanti problematiku do
kontextu vyskumu a autor Specifikuje ciele dizerta¢nej prace. Druha a tretia kapitola sa venuje
zékladnej problematike 'udskej koze, jej stavbe, Struktire a usporiadaniu lipidov koznej bariéry.
Experimentalne metody pre Studium modelovych membran koznej bariéry st v kratkosti
charakterizované vo Stvrtej kapitole. Piata kapitola predstavuje sithrnné komentare
k publikovanym pracam, ktoré tvoria prilohu dizertacnej prace. Zaver (Siesta kapitola)
sumarizuje dosiahnuté vysledky vzhl'adom na stanovené ciele. Text je spracovany kompaktne,

s kvalitnou grafickou tipravou. Cita¢né odkazy predstavuji 190 literarnych zdrojov. Prilohu tvori
5 publikovanych préc autora, v ¢asopisoch v sumarnom IF 19.865, a jeden rukopis v recenznom
konani. V Styroch pracach je Mgr. Kovacik prvym autorom.

Aktualnost’ zvolenej témy: Témou dizertacnej prace bolo pripravit’ a Studovat’ bariérové
vlastnosti ceramidov hydroxylovanych v dvoch polohach retazca (hydroxylova skupina v C-4
sfingoidnej bazy tzv. fytoceramid a C-6 tzv. 6-hydoxyceramid). Pritomnost’ 6-hydroxyceramidov
v epidermis bola objavena len koncom minulého storocia a ich spojitost’ s koznymi chorobami je
predmetom vedeckych diskusii a Stadia. 6-hydroxyceramidy nie st komer¢ne dostupné. Zvolena
téma je naroc¢nd, aktudlna a vyskum v danej oblasti Ziaduci.

Ciele prace a ich splnenie: Hlavnym cielom prace bolo Studium vplyvu hydroxylacie
ceramidov na bariérové vlastnosti a mikroStruktiru modelovych lipidovych membran koznej
bariéry. Syntéza fyziologickych 6-hydroxyceramidov s dlhym a ultra-dlhym acylovym ret'azcom
je predmetom 2 publikovanych prac v SCI ¢asopisoch (sumarny IF 9,687). Permeabilita a vplyv
C-6 hydroxylovanych ceramidov na mikroStruktiru dvoch rozdielnych modelovych systémov
koZznej bariéry st predmetom d’al§ich dvoch prac publikovanych v roku 2017 v Langmuir



a Biochimica at Biophysica Acta - Biomembranes. Dalsia praca, rukopis v receznom konani,
venuje pozornost’ vztahu Struktira a i¢inok pri zmene stereochemie v polarnej ¢asti ceramidu.
Ciele dizertacnej prace boli splnené a publikacné vystupy vysoko prevysuji poziadavky kladené
na tento typ prace.

Zvolené metddy spracovania: Okrem samotnych syntéz a charakteristik pripravenych latok,
boli vysetrované biofyzikalne vlastnosti modelovych systémov koznej bariéry. Praskova rtg
difrakcia bola pouzitd na stanovenie mikrostruktiry. Infraervend spektroskopia (FT IR) na
studium usporiadania acylovych retazcov a fazovych prechodov v systémoch. Priepustnost’
lipidovych membran bola Studovana pomocou Franzovych difuznych ciel a meranim elektricke;j
impedancie.

Dosiahnuté vysledky a prinos DP: Za najvyznamnejsi vysledok a prinos k si¢asnym
poznatkom v tejto oblasti bezpochyby patri syntéza 6-hydroxyceramidov. Modelové membrany
pripravené zo zmesi hydroxylovanych ceramidov v polohe 6 (Cer NH), mastnych kyselin,
cholesterolu a cholestrol-sulfatu vykazuju priepustnost’ pre vodu aj lipofilné latky, ale vykazuju
rezistenciu pre transport iénov ¢ malé polarne molekuly. Stadium vplyvu hydroxylacie
ceramidov v dvoch polohach (C-4 sfingoidnej bazy a C-6 tzv. 6-hydoxyceramid) a zistené
rozdiely v mikro$trukture a permeabilite naznacuji rozdielne funkcie molekul v epidermis.
Dalsie ziskané vysledky poukazujii na doleZitost’ stereochémie v polarnej ¢asti molekuly
ceramidu. Ziskané vysledky prispievaju k pochopeniu vyznamu vzt'ahu §truktira — Gi¢inok
ceramidov v koZnej bariére.

Otazky:

V praci Skolova a kol. Biochim. Biophys Acta 1859 (2017) 824 — 834 ste identifikovali
v modelovom systéme Cer NP/LIG/Chol/CholS koexistenciu az Styroch lamelarnych faz. Ako si
predstavujete takéto usporiadanie?

V tej istej praci, ako aj v praci Kovacik a kol. Langmuir 33 (2017) 2890 — 2899 boli lipidové
zmesi nanesené na podlozky, homogenizované zohrievanim a naslednym ochladenim. Potom
boli hydratované pri vlhkosti 30 % pocas 24 hodin. Zaujimalo by ma, preco bola hydratacia
robena prave pri 30 %. Aky je pomer mol H20/mol lipid pri takejto hydratacii?

Cholesterol (Chol) predstavuje vyznamni stiéast’ lipidovej matice SC. Cast’ Chol predstavuje
samostatnu fdzu. Zaoberali ste sa otdzkou, aky obsah Chol je v¢leneny do lipidovej matice a kde
je Chol lokalizovany v modelovych systémoch vo vaSich experimentoch?



Zhodnotenie: Dizertacna praca Mgr. Andreja Kovacika predstavuje ucelenu Studiu vztahu
Struktary a ucinku vybranych ceramidov pri ich zabudovani do modelovych membréan kozne;j
bariéry. Vysledky $tadia boli publikované v kvalitnych zahraniénych ¢asopisoch. Urovei prace
a publikacné vystupy vysoko prevysuju poziadavky pre doktorandské studium. Ako vyplyva

z CV , Mgr. Kovacik je spoluautorom 13 pdvodnych vedeckych prac publikovanych v r. 2014 —
2017 a d’al$ie dve prace s v recenznom konani. Publika¢né aktivity a Hirschov index 4 svedcia,
Ze autor vie samostatne vedecky pracovat’.

Zaverom kon§tatujem, Ze dizertaéna praca v plnom rozsahu spliia naleZitosti pozadované
vnutornymi predpismi Farmaceutickej fakulty v Hradci Kralové, Karlovej Univerzity v Prahe.
Mgr. Andrej Kovacik zvladol danu problematiku a ziskal nové, originalne vysledky ktoré
prispievaju k poznatkom v danom vednom odbore.

Dizerta¢nu pracu doporucujem k obhajobe a po ispeSnom obh4jeni prace navrhujem
udelit Mgr. Andrejovi Kovacikovi vedecko — akademicku hodnost’ PhD.

V Bratislave, 19.11. 2017



