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Nazev: Vyuziti chiralnich separaci pro stanoveni enantioselektivity enzymi

Predlozena disertatni prace se zabyva riznymi oblastmi chirdlni analyzy a méla
nékolik hlavnich cila:

1. Studium podstaty enantioselektivni oxidace trans-4-hydroxy-2-nonenalu (HNE)
Vv mozkové mitochondrii v zavislosti na typu aldehyd dehydrogenazy.

2. Vyvoj a validace pfimych a nepfimych RP HPLC metod pro stanoveni
produktu oxidace HNE, tj. kyseliny trans-4-hydroxy-2-nonenové (HNEA).

3. Vyvoj chiralnich metod pro analyzu epoxidii a diold.

Dva z vyse uvedenych cilti uzce souvisi s oxidativnim stresem jehoz produkty,
kyslikové radikdly, peroxid vodiku a hydroxylovy radikdl, mohou zpisobovat vdzna
onemocnéni. Jednim z produktii stépeni lipidi vlivem oxidativniho stresu je pravé prvni
studovana latka HNE, ktery je povaZovan za jeden z nejreaktivnéjSich produktii a mize
se proto vyznamné podilet na vzniku nckterych neurodegenerativnich onemocnéni.
K naplnéni prvého cile autor nejdiive pfipravil pomoci enzymatického Stépeni Cisté
enantiomery HME , ze kterych byly oxidaci pfipraveny jejich oc¢ekdvané produkty, tj.
opticky cist¢ HNEA. Dale byly ¢isté enantiomery HNE pouZity pro studium mechanizmu
oxidativni reakce mitochondridlnimi aldehyd dehydrogenazami.

V dalsi ¢asti prace se autor vénoval vyvoji a validaci metod pro ptime i neptimé
stanoveni enantiomerd HNEA a nepfimou metodu aplikoval pro jejich stanoveni v lyzatu
mitochondrii z krysiho mozku.

Vysledky vztazené k prvym dvéma cilim disertacni prace byly publikovany ve
¢tyfech impaktovanych publikacich a o jejich kvalité nelze pochybovat.

Poslednim a jen zdanlivé odtazitym cilem disertacni prace bylo vyhledavani
novych epoxid hydrolaz pro biotransformaci glycidyl derivati. K tomuto ucelu byla
vyvinuta enantioselektivni metoda stanoveni produkti biotransformace pomoci plynové
chromatografie. Metoda byla optimalizovana a vyuZita pro stanoveni tert-butyl glycidyl
etheru a allyl glycidyl etheru pfi testovani hydrolytické aktivity vice jak 30-ti
mikrobidlnich kmenti. Vysledky této Casti prace byly publikovany Vv jedné impaktované
publikaci.

Zavérem lze konstatovat, Ze vysledky shrnuté v této disertacni praci dokumentuji
vyznamnou roli chirdlnich analyz pro objasnéni mechanizmu enzymatickych reakci a to
jak v oblasti humanni tak i mikrobialni.
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Pfedlozena disertaéni prace je zpracovana velmi peclivé a z hlediska ptehlednosti,
vyvazenosti a Upravy ji nelze nic vytknout. K ptfedlozené disertacni praci mam nasledujici
doplnujici dotaz.

Lze ptedpokladat vyuziti vysledki prezentovanych v obou ¢astech disertace?

Zavérem mohu konstatovat, ze doktorand prokazal pozadované tvur¢i schopnosti a

pfedlozena disertacni prace spliuje vSechny podminky na ni kladené. Z tohoto divodu
doporucuji ptedloZenou praci kK dal$imu fizeni.

V Praze, dne 20.8. 2009

Vypracoval: RNDr. Miroslav Flieger, CSc.
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