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ANOTACE 

Cílem diplomové práce bylo připravit nosič s imobilizovanou lakázou, který byl 

následně pouţitý při selektivní oxidaci kyseliny hyaluronové, konkrétně hydroxylových 

skupin na aldehydové. Lakáza v systému jednak zajišťuje regeneraci pouţitého oxidačního 

činidla (např. TEMPO) a zároveň umoţňuje eliminovat další látky (NaOCl, NaBr). Teoretická 

část se zabývá strukturou a vlastnostmi enzymu lakázy a stejně tak i kyseliny hyaluronové. 

Pozornost je věnována pouţívaným oxidačním činidlům se zaměřením na kombinaci 

s enzymem lakázou. V rámci experimentální části práce byl enzym lakáza imobilizován na 

vybrané druhy magnetických částic a stanovena její aktivita po imobilizaci. Byly zavedeny 

metody cílené oxidace kyseliny hyaluronové s vyuţitím vybraných oxidačních činidel. 

Výsledková část shrnuje dosaţené výsledky, byly vytipovány magnetické částice vhodné pro 

imobilizaci lakázy a při oxidaci kyseliny hyaluronové byla hledána nejúčinnější metoda 

oxidace s cílem zavedení aldehydových skupin vhodných pro následné zesíťování molekuly 

kyseliny hyaluronové do nanočástic. 

KLÍČOVÁ SLOVA 

kyselina hyaluronová, lakáza, enzymová aktivita, TEMPO, magnetické částice, imobilizace, 

oxidace 

TITLE 

Preparation of the carrier with immobilized Laccase for controlled oxidation of hyaluronan 

ANNOTATION 

The aim of the thesis was to prepare carriers with immobilized lasace, which was 

subsequently used in selective oxidation of hyaluronic acid, namely hydroxyl groups on 

aldehyde. Laccase system but also ensures the regeneration of the oxidizing agent (e.g. 

TEMPO) and also allows to eliminate additional agents (NaOCl, NaBr). The theoretical part 

deals with the structure and properties of the enzyme laccase as well as hyaluronic acid. 

Attention is paid to the oxidants, which are used, with a focus on combination with the 

enzyme lazy. In the experimental part of the thesis the laccase enzyme was immobilized on 



selected types of magnetic particles and its activity determined after immobilization. Methods 

of targeted oxidation of hyaluronic acid have been introduced using selected oxidizing agents. 

The result section summarizes the results obtained, magnetic particles suitable for the 

immobilization of the laccase were selected and the most efficient oxidation method was 

sought for the oxidation of hyaluronic acid to introduce aldehyde groups suitable for 

subsequent crosslinking of the hyaluronic acid molecule into the nanoparticles. 
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0 Úvod 

Kyselina hyaluronová (HA) je díky svým kyselým a hydroxylovým skupinám ve své 

molekule ideálním kandidátem na chemickou modifikaci, má široké uplatnění nejen v oblasti 

biomedicínských aplikací. Z tohoto pohledu je významná i její biokompatibilita 

a biodegradabilita, kdy je vyuţitelná v oblasti cílené distribuce léčiv nebo jako nosič různých 

bioaktivních látek.  

Modifikací, která následně umoţňujezesíťování do 3D struktur, je oxidace právě 

hydroxylových nebo karboxylových skupin kyseliny hyaluronové. Pro oxidaci jsou vyuţívána 

různá činidla, např. 1.3.2 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxylem (TEMPO), jeho kombinace 

s NaOCl a NaBr pro oxidaci hydroxylových skupin, nebo NaIO4 pro oxidaci karboxylových 

skupin molekuly. V kombinaci s TEMPO existují v literatuře studie, které vyuţívají enzym 

lakázu, která dokáţe TEMPO regenerovat a udrţet ho tak v reaktivní formě.  

Cílem této diplomové práce proto bylo otestovat moţnosti oxidace molekuly kyseliny 

hyaluronové s vyuţitím enzymu lakázy, se kterým jiţ bylo v laboratoři imunochemie 

pracováno v rámci jiného výzkumu. Při oxidaci kyseliny hyaluronové je lakáza přidávána 

do reakční směsi v solubilní formě. S ohledem na řadu výhod, které přináší pouţití 

imobilizovaných enzymů jsme se v práci zaměřili na přípravu nosiče s imobilizovanou lakázu 

a pouţít ho pro cílenou oxidaci kyseliny hyaluronové. Jedním z cílů bylo i vyuţití oxidované 

kyseliny hyaluronové, v součinnosti s jinou diplomovou prací realizovanou na stejném 

pracovišti, pro přípravu nanočástic určených jako potenciální radioprotektivum plic 

po ozařování. Tento krok se však s ohledem na dosaţené výsledky nepodařilo zrealizovat. 
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1 Teoretická část 

1.1 Kyselina hyaluronová 

Kyselina hyaluronová (HA) patří mezi polysacharidy vyskytující se přirozeně ve všech 

ţivých organismech. Za fyziologických podmínek se HA vyskytuje jako sodná sůl 

(označovaná jako hyaluronan). To znamená, ţe se můţe vyskytovat jak v kyselé formě jako 

kyselina hyaluronová nebo ve formě zásadité jako soli, které převaţují ve tkáních [15, 17, 18, 

19]. Při hodnotách pH vyšších, neţ je její pKa (pKa = 2,9) má charakter aniontového 

polysacharidu [1, 3]. 

Kyselina hyaluronová byla poprvé izolovaná v roce 1934 jako neznámá chemická látka 

z očního sklivce hovězího dobytka. Karl Meyer a John Palmer, kteří působili na Kolumbijské 

univerzitě v New Yorku, tuto neznámou látku pojmenovali právě jako kyselinu hyaluronovou. 

Poprvé byla HA komerčně pouţívaná v roce 1942 jako náhraţka vaječného bílku v pekařství. 

V 50. letech pak došlo k první lékařské aplikaci hyaluronanu, kdy byl pouţit jako sklovitá 

náhrada během oční chirurgie [24]. 

HA můţe být extrahována z hovězího sklivce a z dalších ţivočišných tkání, např. 

kohoutího hřebínku nebo lidské pupečníkové šňůry. V současnosti se však HA většinou 

získává fermentací Str. zooepidemicus [1, 3]. 

1.1.1 Chemická struktura HA 

Ze strukturního hlediska je kyselina hyaluronová negativně nabitý lineární 

glykosaminoglykan, který je tvořen opakujícími se disacharidovými jednotkami, sloţenými 

z β(1,3)-D-glukuronové kyseliny a β(1,4)-N-acetyl-D-glukosaminu v poměru 1:1 (viz obrázek 

1). Hodnoty molární hmotnosti řetězců jsou vysoké, pohybují se v rozmezí 0,2 – 10 MDa. 

Nejčastější rozsah molární hmotnosti je 2 – 5 MDa [20]. Jednotlivé monomery mají ve své 

struktuře nepolární vodíkové atomy a polárnější postranní řetězce. Zatímco vodíkové atomy 

jsou umístěny ve stericky méně příznivé axiální poloze, polární řetězce jsou tvořeny 

skupinami, jakou jsou např. hydroxylové nebo karboxylové. Tyto polární řetězce jsou 

ve stericky výhodnější ekvatoriální pozici. Toto uspořádání přispívá k energetické stabilitě 

HA, která ovlivňuje její chování ve vodných roztocích [21]. Odlišností HA od ostatních 

glykosaminoglykanů je to, ţe se neváţe na proteinové jádro a neobsahuje sulfátovou skupinu 
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[22]. Difrakcí rentgenovým zářením bylo potvrzeno, ţe soli HA mohou tvořit levotočivou 

jednovláknovou šroubovici se třemi disacharidovými jednotkami na jednu otáčku [23]. 

 

 

Obrázek 1: Struktura kyseliny hyaluronové. Převzato a upraveno z [96]. 

 

1.1.2 Syntéza a biodegradace HA 

 HA je produkována jak prokaryotickými, tak eukaryotickými buňkami. Většina 

glykosaminoglykanů je tvořena v Golgiho aparátu. Kyselina hyaluronová je přirozeně 

syntetizována enzymaticky pomocí skupiny integrálních membránových proteinů, tzv. 

hyaluronan syntáz HAS (z angl. hyaluronic acid synthase). Jsou to membránové enzymy, 

které syntetizují HA na vnitřním povrchu plazmatické membrány. Pomocí struktur podobných 

pórům je poté syntetizovaná HA vytlačována do extracelulárního prostředí. U obratlovců 

se vyskytují 3 typy HAS: HAS1, HAS2 a HAS3. V závislosti na tom, kterým membránovým 

proteinem je HA tvořena, se během syntézy určuje její konkrétní velikost. Uvádí se, ţe HAS1 

a HAS2 syntetizují HA o vysoké molekulové hmotnosti (>500 kDa), zatímco HAS3 je spojen 

se syntézou HA o niţší molekulové hmotnosti (<300 kDa) [46, 47] 

 Asi třetina z celkového mnoţství HA v lidském těle je kaţdý den degradována a znovu 

syntetizována. Poločas rozpadu kyseliny hyaluronové v krvi je 3 - 5 minut, v kůţi méně neţ 

jeden den a v chrupavce 1 aţ 3 týdny. Hyaluronan je v těle rozkládán převáţně enzymatickou 

cestou, kde se uplatňují hyaluronoglukosaminidázy, známější pod názvem hyaluronidázy. HA 
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je degradována hydrolýzou -1,4-glykosidické vazby na fragmenty různých velikostí 

v závislosti na typu hyaluronidázy [47, 48]. 

1.1.3 Výskyt HA 

Kyselina hyaluronová je široce zastoupena v různých tkáních lidského těla (viz 

tabulka 1). Především v extracelulární matrix, pokoţce, kloubní chrupavce, synoviální 

tekutině, očním sklivci nebo jak jiţ bylo zmíněno, v buněčné stěně některých bakterií (např. 

Str. zooepidemicus) [12, 13, 14, 16]. 

Tabulka 1: Výskyt HA a její koncentrace v různých tkáních. Převzato z [45]. 

Tkáň nebo tělesná tekutina Koncentrace (mg/ml) Poznámky 

Kohoutí hřebínek 7500 
Ţivočišná tkáň s největším obsahem 

HA. 

Lidská pupeční šňůra 4100 
Tkáň s relativně vysokou molekulární 

hmotností HA. 

Synoviální tekutina 1400 – 3600 

Objem synoviální tekutiny se zvyšuje 

při zánětlivých stavech. To vede k 

poklesu koncentrace HA. 

Oční sklivec 140 – 340 
Koncentrace HA se zvyšuje při zrání 

tkáně. 

Pokoţka (epidermis) 100 
Koncentrace HA je vyšší kolem buněk, 

které syntetizují HA. 

Hrudní míza 0,2 – 50 - 

Moč 0,1 - 0,3 
Moč je významným zdrojem enzymu 

hyaluronidáza. 

Sérum 0,01 - 0,1 

HA je ve vyšší koncentraci v séru 

starších lidí, stejně jako u pacientů 

s artritidou a cirhózou jater. 
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1.1.4 Funkce a vlastnosti HA 

Biologická funkce kyseliny hyaluronové závisí na její molekulové hmotnosti. HA 

o vysoké molekulové hmotnosti organizuje extracelulární matrix, zatímco HA o nízké 

molekulové hmotnosti najdeme v poraněných tkáních nebo nádorech. Ve farmaceutickém 

průmyslu se uplatňuje HA s vysokou molekulovou hmotností, stejně tak i v plastické chirurgii 

nebo léčbě popálenin či artritid, kdy je injekčně aplikována přímo do kolenního kloubu [1, 2, 

3]. Oproti tomu HA s nízkou aţ střední molekulovou hmotností se uplatňuje v prozánětlivých 

mechanismech. Stimuluje makrofágy k produkci zánětlivých chemokinů, indukuje interferony 

a cytokiny IL-12 [44] (viz obrázek 2). 

Kyselina hyaluronová je součástí synoviální tekutiny a díky svým viskózním 

a elastickým vlastnostem působí v kloubech jako lubrikant, který tlumí tlakové nárazy 

a sniţuje nadměrné tření [45]. 

Mezi další výjimečné funkce kyseliny hyaluronové patří její protizánětlivé vlastnosti, 

kdy napomáhá při regeneraci poškozené tkáně. Urychluje hojení zánětů a ran nejen na kůţi, 

ale i na epitelu sliznic (např. děloţního čípku, dutiny ústní) [15]. Pro své hydratační účinky, 

kdy je schopná vázat vodu, nachází uplatnění při artroskopických a endoskopických 

operacích, při terapii močové inkontinence, osteoporóze a přidává se i do očních nebo nosních 

kapek. Pro její schopnost obnovovat pruţnost pokoţky a redukovat vrásky je často přidávána 

do kosmetických výrobků [19]. Dále má HA schopnost vyměňovat ionty prostřednictvím 

negativního náboje proteoglykanu (jednomocné proti dvojmocným kationtům). Moduluje 

zánět indukcí cytokinů a chemokinů, zháší volné radikály, ovlivňuje proliferaci a diferenciaci 

buněk [17, 18]. 

Kapoor a kolektiv (2011) popisují hyaluronan jako nejhojněji zastoupený 

vysokomolekulární glykosaminoglykan (GAG) v extracelulární matrix měkkých 

periodontálních tkání. Jejich studie ukazují, ţe HA vykazuje protizánětlivé a antibakteriální 

účinky při léčbě zánětu dásní a parodontitidy. Lokálně se pouţívá např. jako 0,2% roztok pro 

léčbu aftů v dutině ústní. Komerčně se jedná o přípravky s hyaluronátem sodným v kombinaci 

s polyvinylpyrrolidonem (PVP) a glycyrrhetinovou kyselinou. Kaţdá ze sloţek má svoje 

specifické vlastnosti. PVP je hydrofilní polymer zlepšující tkáňovou hydrataci. Kyselina 

glycyrrhetinová má protizánětlivé vlastnosti, které pomáhají při hojení vředů [25]. 
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Obrázek 2: Souhrn biomedicínských aplikací kyseliny hyaluronové nebo jejích derivátů. 

Převzato a upraveno z [91]. 
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1.1.5 Biopolymerní nanočástice 

 Kyselina hyaluronová má řadu vlastností, které lze vyuţít v oblasti biomedicínských 

aplikací. Konkrétně, HA je biokompatibilní, biologicky odbouratelný, netoxický 

a neimunogenní polymer s vysokou afinitou k vodě. Kromě toho přítomnost několika 

kyselých a hydroxylových skupin v molekule HA je ideálním kandidátem na chemickou 

modifikaci [83]. 

 První navrţené biopolymerní nanočástice (NPs, z angl. nanoparticles) byly tvořeny 

albuminem a biologicky nerozloţitelnými syntetickými polymery, jako je polyakrylamid nebo 

polymethylakrylát. Riziko toxického zatíţení organismu vyvolané nedegradovatelnými 

polymery je sníţeno navrţením nanočástic z biokompatibilních, biologicky rozloţitelných 

a neimunogenních polymerů [69, 70]. Proto jsou pouţívány přírodní polymery, jako jsou 

proteiny, polypeptidy a polysacharidy s přesně definovanou strukturou, která je klíčová pro 

jejich funkci in vivo [71, 72]. Mezi nejčastěji pouţívané biopolymery hned vedle celulózy, 

chitosanu, albuminu, kolagenu, škrobu či alginátu patří právě i kyselina hyaluronová [70]. 

 Stabilní HA nanočástice lze získat kovalentním zesítěním karboxylových skupin 

nacházejících se na lineárním řetězci kyseliny hyaluronové pomocí diaminu (např. 

2,2‘(ethylendioxy)bis(ethylamin)) v přítomnosti ve vodě rozpustného karbodiimidu 

ve vodném prostředí, jak bylo popsáno v článku Magdolna Bodnára, který byl publikován 

v roce 2009 [73, 74]. 

 Karbodiimidy jsou tzv. síťující činidla, která vytváří amidové vazby mezi 

karboxylovou a aminoskupinou nebo fosforamidové vazby mezi fosfátem a aminy. Jedná 

se nejznámější typ síťujících činidel, které účinně tvoří konjugáty mezi dvěma molekulami 

bílkovin, mezi peptidy a proteiny, mezi oligonukleotidy a proteiny a dalšími molekulami. 

Rozlišují se dva typy karbodiimidů, ve vodě rozpustné a ve vodě nerozpustné. Při reakci 

karbodiimidu s karboxylovou kyselinou dochází ke vzniku vysoce reaktivního meziproduktu, 

derivátu karbodiimidu O-acylisourey, který má velmi krátkou ţivotnost. Tento derivát poté 

reaguje s nukleofilní skupinou, jako je amino skupina, za vniku amidové vazby a 

za současného uvolnění substituované močoviny. Výsledkem této reakce je chemické zesítění 

sousedních HA řetězců a tvorba nanočástic [75, 76]. 

Derivatizací karboxylových, hydroxylových nebo acetamidových skupin je moţné 

ovlivnit fyzikálně chemické a biologické vlastnosti HA a vyvinout tak nové produkty 

pro biomedicínu a kosmetiku. Například oxidace C6 primárních hydroxylových skupin N-
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acetyl-d-glukosaminové jednotky HA poskytuje kyselinu polyuronovou, tj. karboxy-HA 

(nebo perkarboxylovanou HA) (viz obrázek 3). Karboxy-HA se výrazně liší ve vlastnostech 

od přirozené kyseliny hyaluronové, protoţe má lepší rozpustnost ve vodě a neobvykle 

vysokou stabilitu vůči působení hyaluronuridázy, coţ je důleţité např. pro vývoj léků s 

prodlouţeným účinkem [82]. 

 

 

Obrázek 3: Oxidace HA prostřednictvím TEMPO. Převzato z [77].  

Systém 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPO)-NaBr-NaOCl můţe oxidovat 

sloţku C6 primárních hydroxylových skupin ve vodě rozpustných polysacharidů. Bromid 

sodný a chlornan sodný hrají roli katalyzátorů a regeneračních činidel TEMPO in situ. Řízená 

oxidace alkoholů za účelem získání aldehydů, ketonů nebo derivátů karboxylových kyselin 

patří mezi náročnější transformace v organické chemii. Velké mnoţství pouţitých oxidačních 

činidel byly peroxidy, oxidy chrómu nebo činidla na bázi síry. Nicméně současné obavy 

týkající se ţivotního prostředí jsou důvodem ke snahám o nahrazení toxických činidel 

a hledání nových přístupů schopných pracovat za příznivějších podmínek [81]. Halogenidy 

obsaţené v systému TEMPO-NaBr-NaOCl mohou znečistit ţivotní prostředí. Místo NaOCl 

a NaBr by alternativou regenerace TEMPO bylo pouţití oxidačních enzymů, jako jsou 

peroxidázy a lakázy. Konkrétně, lakázy byly označeny jako ekologicky šetrné oxidanty, 

protoţe katalyzují oxidaci TEMPO a jiných mediátorů redukcí kyslíku produkující pouze 

vodu [78, 80]. Lakáza, která má redox potenciál v rozmezí 0,7-0,9 V, snadno stabilizuje 

oxylové radikálové formy TEMPO do oxoamoniového iontu (E 0,2 V). Tento ion je skutečný 

oxidant, zatímco lakáza regeneruje TEMPO z vytvořeného hydroxylaminu. K opětovnému 

vytvoření oxoamoniového iontu by došlo buď kyselou disproporcionací TEMPO nebo další 

oxidací lakázou [79]. 
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1.2 Mediátorový systém 

Mediátor je malá chemická sloučenina, která je oxidována enzymem lakázou a následně 

redukována substrátem. Vzhledem k tomu, ţe substrát kvůli své velikosti nemůţe vstoupit 

do aktivního místa lakázy, působí mediátor jako nosič elektronů mezi enzymem a substrátem 

[40]. V počátečním reakčním kroku se mediátor oxiduje na stabilní meziprodukty s vysokým 

redoxním potenciálem. Po kinetické reakci, která je řízená difuzí, je oxidovaný mediátor 

přiblíţen k aktivnímu místu enzymu a tím je dosaţeno cílového substrátu. Výsledkem je, ţe je 

substrát oxidován meziprodukty, které nemohou být přímo oxidovány lakázou, zatímco 

oxidovaný mediátor je redukován na počáteční formu [41]. Celý mechanismus oxidace 

substrátu lakázou je znázorněn na obrázku 4. 

Ideální mediátor by měl být netoxický, účinný, se stabilními oxidovanými 

a redukovanými formami, které nebrání enzymatické reakci. Mediátor by navíc měl být 

schopen průběţně udrţovat cyklickou redoxní konverzi [42]. 

 

 

Obrázek 4: Mechanismus oxidace substrátu. Převzato z [92]. 
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1.3 Oxidační činidla 

Oxidačních činidel, která se pouţívají v kombinaci s enzymem lakázou, je několik. 

Přičemţ se k nim řadí především 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPO), jodistan 

sodný (NaIO4), chlornan sodný (NaOCl) a další. Dále budou tato oxidační činidla podrobně 

popsána. 

1.3.1 Chlornan sodný (NaOCl) 

Chlornan sodný představuje levné a zároveň silné oxidační činidlo, které se pouţívá 

v běţných aplikacích jako dezinfekční a bělící činidlo. Z chemického hlediska je chlornan 

sodný jako pevná látka nestabilní. Komerčně jsou však dostupné aţ 40% roztoky, v nichţ jsou 

obvykle obsaţeny i vedlejší produkty výroby jako jsou hydroxid sodný a chlorid sodný. 

V případě okyselení nebo zahřívání dané reakce se z roztoku chlornanu sodného do vzduchu 

uvolňuje chlór. Jestliţe je chlornan pouţit jako oxidační činidlo spolu s amoniakem nebo 

látkami, které mohou vytvářet amoniak, můţe dojít ke vzniku chloraminů, které jsou toxické 

a mají výbušný charakter [63]. 

Oxidační systém pro C6-oxidaci HA obvykle obsahuje chlornan sodný jako 

stechiometrický oxidant, nitroxylradikál 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPO) jako 

katalyzátor a bromid sodný jako kokatalyzátor (viz obrázek 5). Vyšší konverze primárních 

alkoholových skupin HA na karboxylové skupiny (80-100%) se dosáhne oxidací 

v alalkalickém médiu (pH 10) při teplotě 0 °C a v reakčním čase 70-80 minut [77]. 

 

Obrázek 5: Mechanismus C6-oxidace HA Převzato z [77]. 
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1.3.2 Oxidační činidlo 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPO) 

Volné radikály jsou částice, které mají jeden nepárový elektron a vysokou reaktivitu, 

coţ má za následek velmi krátkou dobu jejich ţivota. Známy jsou však také radikály, které lze 

izolovat, skladovat a pracovat s nimi jako s čistými látkami. Takové radikály jsou označovány 

jako stabilní radikály [53]. Velkou skupinou v této části organické chemie jsou takzvané 

nitroxidy, coţ jsou organické látky obsahující N-O radikál. Typickým představitelem této 

skupiny je právě TEMPO [54]. 

TEMPO (2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl) je stabilní tetraalkylnitroxylový radikál 

patřící do skupiny oxidačních katalyzátorů (mediátorů). Je jedním z nejúčinnějších mediátorů 

při lakázové katalýze. Předmětem studie [27] bylo jeho četné vyuţití v organické syntéze, 

včetně oxidace alkoholů, sulfidů a organokovových sloučenin. Reakce, kterých se účastní 

TEMPO, lze obecně provádět v organickém rozpouštědle nebo dvoufázových reakčních 

systémech. Tyto systémy poskytují aldehydy nebo ketony. Dále mohou reakce probíhat 

ve vodě, kde jsou rozpustné hydroxylované substráty, jako jsou cukry, oxidovány 

na glukuronáty [27]. 

Procesy vyuţívající kyslík a 5% činidlo TEMPO umoţňují docílit ekologicky 

neškodných reakcí jako alternativy oproti jiným oxidacím, při kterých byla doposud uţívána 

chromová činidla [62]. 

TEMPO je heterocyklická sloučenina červenooranţové barvy [50]. Vzhledem k jeho 

vlastnostem, jak jiţ bylo uvedeno výše, ho povaţujeme za jeden z nejoblíbenějších 

nitroxylových radikálů. Byl objeven Lebedevovem a Kazarnovskim, kteří jej v roce 1960 

poprvé syntetizovali [56]. 

Poměrně dobrou stabilitu TEMPO zaručuje patrně rezonance nevázaných elektronů na 

atomu dusíku. Druhým důvodem je i sterická ochrana poskytovaná čtyřmi methylovými 

skupinami, jeţ sousedí s aminoskupinou (viz obrázek 6). Uvedené čtyři methylové skupiny 

se povaţují za inertní substituenty, zatímco jakékoli CH centrum, sousedící s aminoskupinou, 

by bylo touto aminoskupinou ovlivněno [68]. 
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Obrázek 6: Struktura TEMPO. Převzato z [97]. 

 

TEMPO se vyrábí oxidací z odpovídajícího tetramethylpiperidinu nebo 

tetramethylpiperidinhydroxidu. Je však moţné jej získat také z několika komerčních 

produktů. Z nejdůleţitějších aplikací činidla TEMPO je jeho pouţití při oxidaci několika 

organických substrátů, jako jsou např. aminy, fenoly, aniliny, zejména pak primární 

a sekundární alkoholy [50]. 

Mechanismus reakce TEMPO je uveden na obrázku 7. Ten lze popsat následujícím 

způsobem: vlivem sekundárního oxidantu je TEMPO nebo příbuzná stabilizační látka 

transformována do oxoamoniové soli, která je zde v roli primárního oxidačního činidla. 

Na základě tohoto působení dojde k přeměně alkoholu na příslušný aldehyd. Díky tomu 

se vyprodukuje hydroxylamin, jenţ je dále oxidován na radikál TEMPO, a tím je dokončen 

celý katalytický cyklus [64]. 

 

Obrázek 7: Reakční mechanismus TEMPO. Převzato z [98]. 
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V molekule TEMPO je mezi atomy dusíku a kyslíku nepárový elektron. Během oxidace 

polysacharidů je NO
+
 odvozený od TEMPO ve slabě alkalickém prostředí redukován na 

hydroxylamin. Nitrosoniový iont reaguje s hydroxylaminem, kdy dochází k regeneraci 

TEMPO a sám NO
+
 se ve směsi kontinuálně regeneruje primárním oxidačním činidlem, coţ 

je v tomto případě chlornan sodný (viz obrázek 8). Díky tomuto mechanismu probíhá 

primární alkoholová oxidace s vysokou selektivitou a výsledným produktem je aldehyd [29]. 

 

Obrázek 8: Mechanismus reakce zprostředkovaný TEMPO/NaOCl. Převzato z [99].  

TEMPO se také pouţívá jako činidlo pro oxidaci primárních alkoholů na kyseliny. Lze však 

také pouţít jiné typy TEMPO (deriváty, jako např. 4-methoxy-TEMPO, 4-hydroxy-TEMPO 

nebo 4-acetamido-TEMPO), které jsou stejně účinné [49, 60, 66]. Aby oxidace byla 

dostatečně efektivní, postačí 1% činidlo, ačkoliv se doporučuje, vzhledem k nízké ceně a díky 

tomu, ţe je snadná jeho eliminace během zpracování, aby byla pouţita alespoň 4-10% 

koncentrace [59]. TEMPO se často pouţívá jako katalyzátor v kombinaci s dalším činidlem, 

jako je např. chlornan sodný [50]. 

Klíčovým faktorem, který ovlivňuje redox potenciál TEMPO a jeho analogů, 

je charakter funkčních skupin navázaných na cyklu. Ukázalo se, ţe nejvyšší vliv má nahrazení 

substituentů nacházejících se v bezprostřední blízkosti nitroxylové skupiny, tj. v polohách C-2 

a C-6 [55, 57, 61].  

Tento fakt je moţné vyuţít při navrhování substitucí TEMPO derivátů, pouţívaných 

v biologických systémech, kde jsou redukovány různými redukovadly, jako např. 

askorbátovým aniontem, a proto je jejich vyuţití „in vivo― omezené. Výměna metylových 
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skupin v TEMPO derivátech za ethylové či cyklohexylové vedla k významnému sníţení 

schopnosti redukce při „in vitro― pokusech [55, 61]. 

Reakce s různými organokovovými sloučeninami RM (M = Li, Mg, Zn, Cu, Sm, Ti, Zr) 

jsou podmíněny přítomností dvou ekvivalentů TEMPO, které v prvním kroku atakuje atom 

kovu, přičemţ vzniká uhlíkatý radikál R∙ a ten následně reaguje s druhou molekulou TEMPO 

[65]. Pokud necháme působit stechiometrické mnoţství TEMPO jako oxidovadla s arylovými, 

alkenylovými nebo alkynylovými Grignardovými činidly (obecný vzorec R-Mg-X), nastane 

tzv. „Homo-coupling.― Jde o pojmenování reakcí, kdy ze dvou identických molekul 

dostaneme jednu novou, z nich sloţenou [57]. 

1.3.3 Jodistan sodný (NaIO4) 

Jedná se o anorganickou sloučeninu, sodnou sůl kyseliny jodisté. Podobně jako jiné 

jodistany existuje ve dvou formách., přičemţ NaIO4 je jodistanem monosodným. K výrobě 

jodistanu sodného se vyuţívá dihydrogenjodistan trisodný (Na3H2IO6). Vyrobit jej lze však 

také oxidační reakcí jodičnanů za pomoci chlóru a hydroxidu sodného [67].  

NaIO4 je vyuţíván v řadě aplikací, např. za účelem otevření sacharidových kruhů mezi 

vicinálními dioly, coţ vede k odštěpení dvou aldehydových skupin. Jedná se vlastně o reakci, 

která se aplikuje pro účel značkování sacharidů prostřednictvím fluorescenčních molekul, 

příp. jiných látek, např. biotinu [58]. 

Jodistan sodný můţe být pouţit pro oxidaci hydroxylových skupin na sousedních 

atomech uhlíku, čímţ se vytvoří reaktivní aldehydové zbytky vhodné pro sloučení 

s molekulami obsahujícími amin nebo hydrazid. Reakce probíhá se dvěma sousedními 

sekundárními hydroxylovými skupinami, aby se mezi sebou štěpila vazba uhlík-uhlík 

a vytvořily se dvě koncové aldehydové skupiny [52].  

Kdyţ je některý ze sousedních hydroxylů primárním hydroxylem, reakce s jodistanem 

uvolňuje jednu molekulu formaldehydu a zbytek koncového aldehydu na původní diolovou 

sloučeninu. Tyto reakce mohou být pouţity k vytvoření zesíťovacích míst v sacharidech nebo 

glykoproteinech pro následnou konjugaci molekul obsahujících amin redukční aminací. 

Jodistan sodný reaguje s deriváty 2-aminoethanolu, které obsahují primární amin a sekundární 

hydroxylovou skupinu na sousedních atomech uhlíku. Oxidací dochází ke štěpení vazby 

uhlík-uhlík, čímţ vznikne koncová aldehydová skupina na straně, která měla původní 

hydroxylový zbytek. Tato reakce můţe být pouţita pro vytvoření reaktivních aldehydů na N-

terminálních serinových zbytcích peptidů [51] 
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Molekuly obsahující polysacharidové řetězce mohou být oxidovány tak, aby obsahovaly 

reaktivní aldehydové zbytky oxidací jodistanem sodným. Jakékoliv sousední atomy uhlíku 

obsahující hydroxylové skupiny budou ovlivněny štěpením vazby uhlík-uhlík a přeměnou 

hydroxylů na aldehydy. Glykoproteiny mohou být oxidovány tímto způsobem za vzniku 

reaktivních meziproduktů vhodných pro zesíťovací postupy zahrnující redukční aminaci. Tato 

konjugační technika můţe řídit vazebný proces od polypeptidově aktivních oblastí, čímţ 

pomáhá udrţovat katalytickou aktivitu nebo vazebná místa [52]. 

Jodistan sodný se také pouţívá při oxidaci kyseliny hyaluronové. Při této oxidaci jsou 

vicinální hydroxylové skupiny na polysacharidovém kruhu HA oxidovány za vzniku dvou 

aldehydových skupin v kaţdé oxidované monomerní jednotce (viz obrázek 9). Ethylenglykol 

se do této reakce přidává z důvodu inaktivace nezreagovaného jodistanu sodného [40]. 

 

 

Obrázek 9: Oxidace HA pomocí NaIO4. Převzato z [102]. 
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1.4 Lakáza 

Lakáza (EC 1.10.3.2 p-difenol: O2 oxidoreduktáza) patří do větší skupiny enzymů, 

tzv. modrých multi-měďových oxidáz. Nejčastějšími reakcemi, které lakázy katalyzují, jsou 

vazby volných radikálů, které vytvářejí dimerní produkty nebo polymerní sloučeniny 

a oxidační karboxylace. Oxidace substrátů je spojena s redukcí molekulárního kyslíku 

a vznikem dvou molekul vody. V přítomnosti mediátorů mají lakázy širší rozsah a mohou 

oxidovat sloučeniny s redox potenciálem vyšším neţ jejich vlastní [4]. Vyuţívají 

tak katalyzovaného reakčního mechanismu, pro který je potřeba minimálně čtyř atomů mědi. 

Enzymy mají vliv na imunitu, patogenitu a morfogenezi organismů a také na metabolický 

obrat komplexních organických látek, jako jsou např. huminové látky nebo lignin. Lakázy 

jsou také uţitečné biokatalyzátory pro různé biotechnologické aplikace. Ještě nedávno 

se lakázy vyskytovaly pouze v eukaryotních organismech (houbách, hmyzích a vyšších 

rostlinách), ale nyní mají i rozšířené rozdělení i v prokaryotách (nejčastěji rod Bacillus 

a Streptomyces) [6, 93]. 

1.4.1 Lakáza a její struktura 

Lakázy se vyskytují jako monomerní nebo polymerní glykoproteiny, přičemţ většina 

fungálních lakáz je uváděna jako monomery, dimery nebo tetramery. Jak jiţ bylo zmíněno, 

monomer obsahuje čtyři atomy mědi. Sacharidová část je tvořena mannosou, N-

acetylglukosaminem a galaktosou [31].  

První krystalická trojrozměrná struktura lakázy z Trametes versicolor (viz obrázek 10) 

byla publikována v roce 2002 [4]. Molekulová hmotnost monomerní lakázy je typicky 

v rozsahu 60-110 kDa a její molekula je tvořena z 10-50 % sacharidy a 500-700 

aminokyselinami [30]. Předpokládá se, ţe vysoký obsah sacharidů v proteinové molekule je 

zodpovědný za lepší termostabilitu, a to aţ do 70 °C [37]. Navíc glykosylace ovlivňuje 

sekreci a aktivitu enzymu [38]. Většina bílo-hnilobných hub produkuje více neţ jeden 

izoenzym, který se liší stupněm glykosylace, aminokyselinovou sekvencí, molekulovou 

hmotností, pI a substrátovou specificitou [39]. Čtyři atomy mědi v aktivním místě hrají 

významnou roli v katalytických mechanismech lakázy a řadíme je do tří typů podle jejich 

funkčních a spektroskopických charakteristik [5]. Pomocí elektronové paramagnetické 

rezonance tyto atomy mědi rozdělujeme na modrý (typ 1), normální (typ 2) a spojený 

dvojjádrový měděný úsek (typ 3), u kterého jsou měděná místa antiferomagneticky spojená 

prostřednictvím ligandu histidinu. Spektroskopie kombinovaná s krystalografií poskytuje 
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podrobný popis aktivních míst lakázy. Rentgenová absorpční spektroskopie a magnetický 

cirkulární dichroismus (MCD) prokazují, ţe centra typu 2 a 3 vytváří trinukleární měděný 

shluk s ohledem na interakci exogenního ligandu včetně reakce s dioxygenem. Atomy mědi 

typu 2 koordinují s dvěma histidinovými ligandy a vodou [26]. 

Atom mědi typu 1 koordinuje s jedním cysteinem, jedním methioninem a dvěma 

histidinovými molekulami [34]. Dále přispívá k intenzivnímu modrému zbarvení lakázy 

se silnou adsorpcí elektronů při vlnové délce 600 nm. Typ 2 se dvěma histidiny a molekulou 

vody je bezbarvý, tedy bez absorpce ve viditelném spektru. Existují tři histidiny jako ligandy 

ke kaţdému atomu mědi typu 3 s antiferomagnetickou vazbou a hydroxylovým můstkem 

mezi měděným párem, který vykazuje slabou UV absorpci při vlnové délce 330 nm [4]. Jeden 

atom mědi typu 2 a dva typu 3 tvoří tří jaderný střed, který katalyzuje fixaci a redukci kyslíku 

na vodu. Stabilitu enzymu přímo ovlivňují vodíkové a solné můstky vyskytující se mezi 

atomy mědi. Všechny čtyři atomy mědi jsou v nativní formě plně oxidovány (Cu
2+

) [33] 

Rozlišujeme několik desítek lakáz, které se od sebe liší v aktivitě, struktuře, velikosti 

a ve spektru katalyzovaných sloučenin. Lakázy katalyzují redukci kyslíku na vodu za 

současné oxidace substrátu, kterým je typicky katechol (o-dihydroxyfenol) nebo hydrochinon 

(p-dihydroxyfenol). Lakázy neoxidují tyrosin a vyţadují ve svých reakcích pouze kyslík. Tím 

se liší od enzymů tyrosinázy a peroxidázy [7, 8].). A na základě vlastností mědi typu 1-3 jsou 

lakázy rozděleny na lakázy s vysokým (0,6-0,8 V) nebo nízkým (0,4-0,6 V) redox 

potenciálem [35]. Například lakázy vylučované bílými hnilobnými houbami T. versicolor 

a Neurospora grassa mají vysoký redox potenciál 0,78-0,80 V [36]. 

 

Obrázek 10: Lakáza, Trametes versicolor. Převzato z [94]. 
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1.4.2 Výskyt a vlastnosti lakáz 

Jiţ více neţ 100 let je známá biologická oxidace fenolických sloučenin na chinony nebo 

jejich polymerace zprostředkovaná působením enzymů, takzvaných fenol oxidáz. Mezi tyto 

enzymy zahrnujeme právě i lakázy. Podílí se na syntéze ligninu a jsou vylučovány kořeny. 

U hub jsou převáţně vylučovány do okolí, tzv. extracelulární lakázy, ale jejich aktivita byla 

zjištěna i intracelulárně. S největší pravděpodobností asociují s buněčnou stěnou a podílejí 

se na růstu mycelia, syntéze melaninů a na tvorbě myceliálních provazců [7, 8]. Mezi 

fungálními lakázami je velká variabilita v indukčním mechanismu, stupni polymorfismu, 

fyzikálně-chemických a kinetických vlastnostech. Po přidání induktorů do kultivačního média 

můţe dojít u některých druhů k biosyntéze nových extracelulárních forem [10]. Jednou 

ze základních vlastností lakáz je přímý vztah redox potenciálu (E
0
) k energii potřebné 

k odstranění elektronu z redukčního substrátu [26]. 

Skupina substrátů pro lakázy je velmi široká V podstatě jakýkoliv substrát s vlastnostmi 

podobnými jako p-difenol je lakázou oxidován. Dobrými substráty jsou jednoduché difenoly, 

jako je hydrochinon a katecholy nebo monofenoly jako je krezol nebo kyselina askorbová 

[11]. Dalšími substráty jsou pak guaiacol a 2,6-dimethoxyfenol. Lakázy jsou také schopné 

katalyzovat oxidace jiných substituovaných polyfenolů, aromatických aminů, benzenthiolů 

a řady jiných sloučenin [10]. 

V matrici stěn rostlinných buněk je oxidativní polymerací monolignolů tvořen lignin. 

Peroxidázy, které jsou hojně zastoupeny ve všech buněčných stěnách, byly dlouho 

povaţovány za hlavní katalyzátory těchto reakcí. Některé studie však prokazují, ţe lakázy, 

vylučované do sekundárních stěn vaskulární tkáně, jsou také schopné polymerizovat 

monolignoly za přítomnosti kyslíku [11] 

Molekulárně biologickými metodami byly podrobně studovány transkripce a exprese 

u lakázy. Při typické reakci lakázy podléhá fenolický substrát oxidaci s jedním elektronem, 

kdy vznikne aryloxyradikál, který je ve druhém stupni oxidace převeden na chinon. Ten, 

stejně jako produkt volných radikálů, podléhá neenzymatickým účinkům kopulační reakce 

vedoucí k polymeraci [10]. 

Katalytický účinek lakáz můţe být velmi silně potlačen různými činidly. Malé anionty, 

jako jsou halogenidy, hydroxidy, kyanidy, azidy nebo třeba fluoridy, se váţí na měď typu 2 

a 3 a tím inhibují katalytický účinek lakázy [5]. 
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Lakáza také katalyzuje oxidaci 3-hydroxyantranilové kyseliny (3-HAA) na kyselinu 

cinnabarinovou (CA – cinnabarinic acid), která má velký klinický význam, protoţe kyselina 

3-hydroxyantranilová je produkována mononukleárními fagocyty iniciovanými interferonem 

. Dále bylo prokázáno, ţe 3-HAA působí rovněţ jako silný vychytávač reaktivních forem 

kyslíku. Na druhou stranu je kyselina cinnabarinová (CA) jedním z hlavních produktů 

oxidace 3-HAA, coţ napovídá, ţe by lakáza mohla předcházet oxidačnímu poškození tkání. 

Touto vlastností je lakáze podobný protein ceruloplazmin [32]. 

1.5 Substráty pro enzym lakázu 

Lakázy mají různé fyziologické role, jako je syntéza a degradace ligninu, ale především 

slouţí jako katalyzátory při oxidaci široké škály substrátů. Mezi tyto substráty zahrnujeme 

polyfenoly, substituované fenoly, diaminy a anorganické sloučeniny. Zpočátku dochází 

na atomu mědi typu 1 k jednoelektronové oxidaci redukujícího substrátu. Oxidace je spojena 

se čtyřelektronovou redukcí dioxygenu na vodu, která probíhá na trinukleárním měděném 

klastru obsahujícím atomy mědi typu 2 a 3. Dále katalýza probíhá pouze se substrátem 

a dioxygenem, proto není potřeba dalšího proteinu transportujícího elektrony nebo drahých 

kofaktorů [84]. 

Většina substrátů jsou fenoly s redoxním potenciálem blízkým nebo niţším, 

neţ je redox potenciál lakázy. Fenoly nebo aromatické aminy jsou převáděny na radikály, 

které mohou v závislosti na reakčních podmínkách polymerizovat, vedou k tvorbě chinonů 

nebo mohou projít alkylačním štěpením. Pokud má potenciální substrát velkou molekulu, 

vyčnívá do aktivního místa (například substráty podobné ligninu), pak je zapotřebí pouţití 

mediátorů. Mediátory jsou oxidovány enzymem lakázou a potom tyto oxidované formy 

oxidují jiné substráty, které jsou příliš objemné pro vstup do aktivního místa, nebo jsou 

nepouţitelné vzhledem k jejich struktuře/náboji nebo příliš vysokému redox potenciálu. Tyto 

mediátory jsou během reakce recyklovány [86]. 

Substráty vyuţívány pro stanovení aktivity enzymu lakázy jsou většinou kolorimetrické 

Vlivem enzymatické reakce vznikají barevné produkty, které je moţné stanovit 

spektrofotometricky (viz tabulka 2). Jen u kyseliny vanilové neměříme barvu produktu, 

ale zákal. 
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Tabulka 2: Substráty pro stanovení aktivity lakázy a vlnové délky, při kterých jsou 

monitorovány vuźnikající produkty enzymové reakce. Převzato a upraveno z [100].  

Substrát 
Vlnová délka (nm) 

ABTS 414 

Acetosyringon 520 

Eugenol 370 

Fenol 420 

Katechol  400 

Kyselina ferulová 430 

Kyselina vanilová 350 

Methyl vanilát  370 

Syringaldazin 525 

Syringaldehyd 370 

4-hydroxyacetofenon 260 

4-hydroxybenzoová kyselina 260 

 

1.5.1 Substrát 2,2' - azinobis [3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonová kyselina]-

diamoniová sůl (ABTS) 

ABTS (2,2' - azinobis [3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonová kyselina]-diamoniová sůl)  je 

snadno oxidován různými peroxidázami, lakázami a volnými radikály na kationtový radikál 

ABTS
+
. Koncentrace intenzivně zeleno-modře zbarveného kationtového radikálu koreluje 

s enzymovou aktivitou. ABTS
+
 můţe být dále oxidován na dikation (ABTS

2+
). Na obrázku 11 

je znázorněná přeměna ABTS během oxidace. Redoxní potenciál polooxidovaného a plně 

oxidovaného ABTS je 0,68, resp. 1,09 V [43]. 
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Obrázek 11: Oxidace ABTS v přítomnosti lakázy. Převzato z [92]. 

1.5.2 Substrát 4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzaldehyd (syringaldazin) 

Syringaldazin (SGZ) je chromogenní substrát pro enzym lakázu, který je středně 

rozpustný ve vodě a jeho reakční produkt je dobře definován. Oxidace difenolického 

syringaldazinu zahrnuje uvolnění dvou protonů. Princip katalyzované oxidace SGZ je 

následující: za aerobních podmínek lakáza katalyzuje oxidaci syringaldazinu, čímţ vzniká 

tetra-methoxy-azo-bis-methylenchinon (viz obrázek 12). Takto vytvořený produkt fialové 

barvy je měřen spektrofotometricky při vlnové délce 525 nm [87, 88]. 
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Obrázek 12: Katalyzovaná oxidace syringaldazinu enzymem lakázou. Převzato z [101]. 
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2 Experimentální část 

Přístroje a pomůcky 

- pH metr model Boeco BT-600 (Boeco Germany, Hamburg, Německo) 

- Magnetický separátor Dynal MPC-S (Dynal, Carlsbad, CA, USA) 

- Rotátor Bio RS-24 (Biosan, Riga, Lotyšsko) 

- Analytické váhy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments GmbH, Göttingen, Německo) 

- Předváţky KERN 440-33N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Německo) 

- Aparatura pro vertikální elektroforézu Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad 

Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) 

- Zdroj napětí PowerPac 200 (Bio-Rad, USA) 

- Termoblok Block heater Grant Bio BTD (grant Instruments Ltd., Cambridgeshire, 

UK) 

- Mikrostříkačka Hamilton – 100 µl (Hamilton AG, Bonaduz, Švýcarsko) 

- Termostat Biological Thermostat BT 120 M (Laboratorní přístroje Praha, Praha, ČR) 

- Dokumentační stanice s CCD kamerou ChemiDoc™ XRS+ System se softwarem 

Image Lab™ (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) 

- Mikrozkumavky (Eppendorf, Hamburg, Německo) 

- Automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Německo) 

- Centrifuga MiniSpin® (Eppendorf, Hamburg, Německo) 

- MicroSpin G-25 kolona (Amersham, Biosciences, Anglie) 

- Dialyzační membrány MWCO 12 400 D, 23 mm (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) 

- Infračervený spektrofotometr s Fourierovou transformací Nicolet iS50 (Nicolet CZ 

s.r.o., Praha, ČR). 

- Vakuový koncentrátor Concentrator plus 5305 (Eppendorf, Německo) 
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2.1 Elektroforetické metody 

2.1.1 Polyakrylamidová gelová elektroforéza v prostředí dodecylsulfátu 

sodného (SDS-PAGE) 

Chemikálie: 

- Akrylamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- N,N ́-methylenbisakrylamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, p.a. (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- Dodecylsulfát sodný (SDS), (Penta, Praha, ČR) 

- Persíran amonný (Lachema, Neratovice, ČR) 

- N,N,N ́,N ́-tetramethylethylendiamin (TEMED), (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

- USA) 

- Glycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- Glutaraldehyd 50% roztok ve vodě (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) 

- Standard molekulových hmotností (10-250 kDa): Precision Plus Protein Standards 

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 

- TEMED (N,N,N,N-tetramethylendiamin) (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) 

- Vzorkový roztok G, 2x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 

- Lakáza, Trametes versicolor (EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

(0,66 I.U./1 mg lyofilizátu) 

- Ostatní chemikálie čistoty p.a. (Lachema, Brno, ČR) 

Roztoky: 

- Roztok A: 30 % směs akrylamidu a bisakrylamidu 

- Roztok B: 1,5 M Tris-HCl pufr pH 8,8 

- Roztok C: 1,0 M Tris-HCl pufr pH 6,8 

- Roztok D: 10 % roztok SDS 

- Roztok E: 10 % roztok persíranu amonného (připravuje se vţdy čerstvý, těsně před 

pouţitím) 

- Elektrodový pufr: 0,025 M Tris, 0,192M glycin s 0,1 % SDS pH 8,3 – 8,6 

- Zásobní roztok lakázy 2 mg/ml v destilované vodě 
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Postup: 

Nejprve byla skla důkladně vyleštěna etanolem a sestavena aparatura. Poté byly dle tabulky 

3 napipetovány roztoky pro přípravu dělicího gelu v pořadí A, B, D a TEMED, směs byla 

promíchána. Nakonec byl přidán i roztok E a po opatrném promíchání byla směs ihned 

pipetována mezi skla. Dělící gel byl převrstven destilovanou vodou a nechán 20-30 minut 

aby došlo k polymerizaci. Po vytvoření ostrého rozhraní mezi vodou a gelem byla voda 

opatrně odsáta pomocí filtračního papíru.  

Mezitím byl dle tabulky 3 připraven zaostřovací gel stejným způsobem jako gel dělící, 

s výjimkou toho, ţe místo roztoku B byl přidán roztok C. Po přidání roztoku E byla směs 

lehce promíchána a ihned pipetována na polymerizovaný dělící gel. Mezi skla byla vloţena 

šablona s 10 jamkami. Během 15 minut došlo k polymerizaci gelu mezi skly. 

Tabulka 3: Příprava polyakrylamidových gelů pro SDS-PAGE. 

 5% zaostřovací gel (ml) 10% dělící gel (ml) 

Destilovaná voda 1,4 2,0 

Roztok A 0,33 1,65 

Roztok B - 1,25 

Roztok C 0,25 - 

Roztok D 0,02 0,05 

Roztok E 0,02 0,05 

TEMED 0,002 0,002 

 

Skla byla opatrně vyjmuta ze stojánku a přemístěna do speciálního drţáku a poté 

do elektroforetické vany. Šablona byla odstraněna a jamky byly promyty elektrodovým 

pufrem, který byl poté nalit do elektroforetické vany po rysku. 

Ze zásobního roztoku lakázy bylo pipetováno 2,5 l a přidáno 2,5 l vzorkového roztoku tak, 

aby výsledné mnoţství lakázy ve vzorku byl 5 g. Další vzorek obsahoval 10 g lakázy, tudíţ 

bylo pipetováno 5,0 l zásobního roztoku lakázy a přidáno 5,0 l vzorkového roztoku. 

Vzorky byly zahřáty 3 minuty při 98C. Takto připravené vzorky byly pipetovány pomocí 

Hamiltonovy pipety po 10 l do kaţdé jamky mezi skla. Standardu (markeru) bylo 

napipetováno 3 l pro barevní amoniakálním stříbrem. Hamiltonova pipeta byla vţdy 

po kaţdém pouţití 5x propláchnuta etanolem a poté 5x destilovanou vodou. 
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Nádoba pro separaci byla uzavřena víkem a pomocí konektorů připojena ke zdroji napětí. 

Bylo nastaveno konstantní napětí na hodnotu 180 V a proud max. 30 mA/1 gel. 

Elektroforetická separace probíhala tak dlouho, dokud čelo s bromfenolovou modří 

ze vzorkového roztoku nedoputovalo téměř na úroveň dolního okraje skel (cca 45 minut). 

Po skončení elektroforetického dělení byl nejprve vypnut zdroj napětí a aţ poté otevřeno víko 

a vylit elektrodový pufr. Po vyndání aparatury z nádoby byla skla vyjmuta a gely opatrně 

přeneseny do Petriho misky pro barvení.  

 

2.1.2 Barvení roztokem amoniakálního stříbra 

Roztoky: 

- Fixační roztok: 5% kyselina octová + 50% ethanol (50 ml ledové kys. octové, 500 ml 

ethanolu, doplněno na 1000 ml a skladováno při laboratorní teplotě). 

- 10% roztok glutaraldehydu (20 ml 50% glutaraldehydu do 100 ml destilované vody, 

připraven vţdy čerstvý).  

- Roztok amoniakálního stříbra: 20% dusičnan stříbrný (2 g/10 ml destilované vody – 

skladován při laboratorní teplotě) byl přikapáván k roztoku (21 ml destilované vody,  

1,4 ml vodného roztoku amoniaku a 239 μl 9M hydroxidu sodného) aţ do vzniku 

světle hnědého zákalu. Poté byl roztok doplněn na 100 ml destilovanou vodou. Celá 

příprava roztoku probíhala v digestoři za pouţití ochranných brýlí. 

- Vyvolávací roztok: 0,05% kyselina citrónová + 0,04% formaldehyd (250 mg kyseliny 

citrónové, 540 μl 37% formaldehydu do 500 ml destilované vody (skladován při 

pokojové teplotě). 

- Ustalovací roztok: 5% kyselina octová (50 ml ledové kys. octové do 1000 ml 

destilované vody (skladován při laboratorní teplotě). 

Postup:  

Po vlastním elektroforetickém dělení byl gel propláchnut vodou a fixován přes noc při 4°C 

vefixačním roztoku. Gel byl poté asi 30 minut rehydratován v destilované vodě a poté dalších 

30 minut inkubován s 10% glutaraldehydem při laboratorní teplotě. Poté byl gel promyt 

destilovanou vodou (6 x 10 minut) a dále inkubován 15 minut v roztoku amoniakálního 

stříbra. Po promytí destilovanou vodou byl gel vyvoláván ve vyvolávacím roztoku. Následně 

byl přenesen do ustalovacího roztoku, ve kterém mohl být i skladován. 



37 
 

2.2 Metody - lakáza 

2.2.1 Stanovení aktivity solubilní lakázy pomocí substrátu Syringaldazinu 

Chemikálie: 

- Syringaldazin (4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzaldehyd azin, SGZ) (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) 

- Lakáza, Trametes versicolor (EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

(0,66 I.U./1 mg lyofilizátu) 

Roztoky:  

- 0,05 M K-acetátový pufr pH 4,5 

- 5 mM substrátový roztok SGZ v methanolu 

Postup: 

Byl připraven zásobní roztok solubilní lakázy o koncentraci 10 mg/ml (6 I.U.) v K-

acetátovém pufru. Podle tabulky 4 byla připravena kalibrační řada enzymu. Z těchto 

kalibračních roztoků bylo pro vlastní stanovení pipetováno 100 l do kyvety, přidáno 893 l 

K-acetátového pufru a 7 l roztoku SGZ. Absorbance byla měřena při vlnové délce  = 525 

nm ve 30s intervalech po dobu 15 minut. 

Tabulka 4: Kalibrační řada solubilní lakázy. 

I.U. lakáza (l) K-acet. pufr (l) Výsledná koncentrace (I.U./1ml) 

0,01 16,5 983,5 0,001 

0,02 33 967 0,002 

0,03 50 950 0,003 

0,04 66 934 0,004 

0,05 83 917 0,005 

0,06 100 900 0,006 

0,08 133,3 866,7 0,008 

0,1 166,6 833,4 0,01 
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2.2.2 Stanovení aktivity solubilní lakázy pomocí substrátu diamoniové soli 

2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonové kyseliny) 

Chemikálie: 

- Diamoniová sůl 2,2ˊ-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonovékyseliny) (ABTS) 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- Lakáza, Trametes versicolor (EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

(0,66 I.U./1 mg lyofilizátu) 

Roztoky: 

- 0,05 M K-acetátový pufr pH 4,5 

- 5 mM substrátový roztok ABTS v 0,05 M K-acetátovém pufru pH 4,5 

Postup: 

Byl připraven zásobní roztok solubilní lakázy o koncentraci 10 mg/ml (6 I.U.) v  K-

acetátovém pufru. Podle tabulky 5 byla připravena kalibrační řada. Z těchto kalibračních 

roztoků bylo pro vlastní stanovení pipetováno 100 l do kyvety, přidáno 891 l K-

acetátového pufru a 9 l roztoku ABTS. Absorbance byla měřená při vlnové délce  = 414 nm 

ve 30s intervalech po dobu 8 minut. 

Tabulka 5: Kalibrační řada lakázy 

I.U. lakáza (l) K-acet. pufr (l) Výsledná koncentrace (I.U./1ml) 

0,01 16,5 983,5 0,001 

0,02 33 967 0,002 

0,03 50 950 0,003 

0,04 66 934 0,004 

0,05 83 917 0,005 

0,06 100 900 0,006 

0,08 133,3 866,7 0,008 

0,1 166,6 833,4 0,01 
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2.2.3 Imobilizace lakázy na magnetickou makroporézní perlovou celulózu s 

-OH funkčními skupinami 

Chemikálie: 

- Lakáza, Trametes versicolor (EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

(0,66 I.U./1 mg lyofilizátu) 

- Magnetická makroporézní perlová celulóza L1459-3 (velikost částic 80-100 µm, -OH 

funkční skupiny) (Iontosorb MG 100) 

- Jodistan sodný (NaIO4), p.a., (Reanal, Budapešť, Maďarsko) 

- Kyanoborohydrid sodný (NaCNBH3) (Fluka Chemie GmbH, Buchs, Švýcarsko) 

- Ostatní chemikálie čistoty p.a. (Lachema, Brno, ČR) 

Roztoky: 

- 0,05 M K-acetátový pufr pH 4,5 

- 0,05 M K-acetátový pufr pH 4,5 s 1 M NaCl 

- 0,05 M K-acetátový pufr pH 4,5 s 5 mM CuCl2 

- 0,2 M roztok NaIO4 v destilované vodě 

Postup: 

0,5 ml sedimentované magnetické makroporézní perlové celulózy (MPC) bylo promyto 

5x destilovanou vodou (1 ml). Nosič byl vţdy separován pomocí magnetického separátoru. 

Poté bylo přidáno 0,5 ml 0,2 M NaIO4 a následovala inkubace 90 minut při laboratorní teplotě 

ve tmě a za mírného otáčení na rotátoru. Po oxidaci byl nosič promyt 10x destilovanou vodou 

a 5x 0,05 M K-acetátovým pufrem pH 4,5 (vţdy 1 ml). K nosiči bylo následovně přidáno 6 

I.U. lakázy v 0,5 ml 0,05 M K-acetátového pufru pH 4,5 a probíhala inkubace 10 minut při 

laboratorní teplotě za mírného otáčení na rotátoru. Poté byly ke směsi přidány 3 mg 

kyanoborohydridu sodného v 50 l 0,05 M K-acetátového pufru pH 4,5. Následovala 

inkubace přes noc při 4 C za mírného otáčení na rotátoru. Po inkubaci byl nosič 

s imobilizovanou lakázou 5x promyt 0,05 M K-acetátovým pufrem pH 4,5, 5x 0,05 M K-

acetátovým pufrem pH 4,5 s 1 M NaCl a 5x 0,05 M K-acetátovým pufrem pH 4,5 s 5 mM 

CuCl2 (vţdy 1 ml). Nosič s imobilizovanou lakázou byl skladován v 0,05 M K-acetátovém 

pufru s 5 mM CuCl2 při 4 C. 
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2.2.4 Stanovení aktivity lakázy imobilizované na magnetické makroporézní 

perlové celulóze pomocí substrátu Syringaldazinu 

Chemikálie: 

- Syringaldazin (4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzaldehyd azin, SGZ) (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) 

- Magnetická makroporézní perlová celulóza L1459-3 (velikost částic 80-100 µm, -OH 

funkční skupiny) (Iontosorb MG 100) s imobilizovanou lakázou, Trametes versicolor 

(EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (0,66 I.U./1 mg lyofilizátu)  

Roztoky: 

- 0,05 M K-acetátový pufr pH 4,5 

- 5 mM substrátový roztok SGZ v methanolu 

Postup: 

Směs nosiče s imobilizovanou lakázou byla promíchána a pomocí magnetu separovány 

částice od supernatantu. Pro stanovení aktivity bylo do kyvety pipetováno 50 l 

sedimentované magnetické perlové celulózy s imobilizovanou lakázou, přidáno 943 l 0,05 M 

K acetátového pufru pH 4,5 a 7 l zásobního roztoku SGZ. Absorbance byla měřena na 

spektrofotometru v 30 s intervalech, kdy 20 sekund byla směs míchána, následovala 10 

sekund separace částic magnetem a měření absorbance. Měření probíhalo po celkovou dobu 

10 minut při vlnové délce =525 nm. 

2.2.5 Stanovení aktivity lakázy imobilizované na magnetické makroporézní 

perlové celulóze pomocí substrátu diamoniové soli 2,2'-azinobis(3-

ethylbenzothiazolin-6-sulfonové kyseliny) 

Chemikálie: 

- Diamoniová sůl 2,2ˊ-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonovékyseliny) (ABTS) 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- Magnetická makroporézní perlová celulóza L1459-3 (velikost částic 80-100 µm, -OH 

funkční skupiny) (Iontosorb MG 100) s imobilizovanou lakázou, Trametes versicolor 

(EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (0,66 I.U./1 mg lyofilizátu)  
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Roztoky: 

- 0,05 M K-acetátový pufr pH 4,5 

- 5 mM substrátový roztok ABTS v 0,05 M K-acetátovém pufru pH 4,5 

Postup: 

Směs nosiče s imobilizovanou lakázou byla promíchána a pomocí magnetu separovány 

částice od supernatantu. Pro stanovení aktivity bylo do kyvety pipetováno 50 l 

sedimentované magnetické perlové celulózy s imobilizovanou lakázou, přidáno 941 l 0,05 M 

K acetátového pufru pH 4,5 a 9 l zásobního roztoku ABTS. Absorbance byla měřena na 

spektrofotometru v 30 s intervalech, kdy 20 sekund byla směs míchána, následovala 10 

sekund separace částic magnetem a měření absorbance. Měření probíhalo po celkovou dobu 

10 minut při vlnové délce =414 nm. 

 

2.2.6 Imobilizace lakázy na magnetické částice s –COOH nebo –NH2 

skupinou 

Chemikálie: 

- Magnetické částice PGMA-40% EDMA, ProMAG, HEMA-40% EDMA (–COOH 

funkční skupiny, velikost částic 4 µm) (ÚMCH AVČR, Praha) 

- Magnetické částice SiMAG-carboxyl (funkční skupiny –COOH), SiMAG-amine 

(funkční skupiny –NH2, velikost částic 1 µm) (Chemicell, Berlín, Německo) 

- 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid (EDAC) (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- Sodná sůl N-hydroxysulfosukcinimidu (sulfo-NHS) (Chemika 56 485, FLUKA-Riedel 

de Haen, Německo) 

- Lakáza, Trametes versicolor (EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA ) 

(0,66 I.U./1 mg lyofilizátu)  

- Ostatní chemikálie čistoty p.a. (Lachema, Brno, ČR) 

Roztoky: 

- 0,1 M fosfátový pufr pH 7,3 

- Roztok EDAC (7,5 mg/0,2 ml 0,1 M fosfátového pufru pH 7,3) 

- Roztok sulfo-NHS (1,25 mg/0,2 ml 0,1 M fosfátového pufru pH 7,3) 



42 
 

Postup: 

1 mg magnetických částic s karboxylovými nebo aminoskupinami byl promyt 5x 0,1 M 

fosfátovým pufrem pH 7,3 (vţdy 1 ml). Magnetické částice byly odděleny pomocí 

magnetického separátoru a supernatant odpipetován. 

Dále bylo k částicím přidáno 0,2 ml roztoku EDAC a 0,2 ml roztoku sulfo-NHS a směs byla 

promíchána. Poté byla přidána lakáza, 1,5 I.U. v 0,5 ml 0,1 M fosfátového pufru pH 7,3 a  

0,1 ml 0,1 M fosfátového pufru pH 7,3 pufru, aby byl výsledný reakční objem 1 ml. Směs 

byla promíchána a inkubována 3 hodiny za mírného otáčení na rotátoru. Po inkubaci byl nosič 

s imobilizovanou lakázou promyt 10x 0,1 M fosfátovým pufrem pH 7,3 (vţdy 1 ml). V tomto 

pufru byl také skladován při teplotě 4 C. 

2.2.7 Stanovení aktivity lakázy imobilizované na magnetických částicích 

s -COOH nebo –NH2 skupinou pomocí substrátu syringaldazinu 

Chemikálie: 

- Syringaldazin (4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzaldehyd azin, SGZ) (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) 

- Nosič s imobilizovanou lakázou, Trametes versicolor (EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA) (0,66 I.U./1 mg lyofilizátu) 

Roztoky: 

- 0,1 M fosfátový pufr pH 7,3 

- 5 mM substrátový roztok SGZ v methanolu 

Postup: 

Směs nosiče s imobilizovanou lakázou byla promíchána a pomocí magnetu separovány 

částice od supernatantu. Pro stanovení aktivity bylo do kyvety pipetováno 400 l suspenze 

částic s imobilizovaným enzymem, přidáno 543 l 0,1 M fosfátového pufru pH 7,3 a 7 l 

zásobního roztoku SGZ. Absorbance byla měřena na spektrofotometru ve 2 minutových 

intervalech, kdy 1,5 minuty byla směs míchána, následovala 30 s separace částic magnetem 

a měření absorbance. Měření probíhalo po celkovou dobu 20 minut při vlnové délce 

=525 nm. 
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2.2.8 Stanovení aktivity imobilizované lakázy na magnetických částicích 

s -COOH nebo –NH2 skupinou pomocí diamoniové soli 2,2'-azinobis(3-

ethylbenzothiazolin-6-sulfonové kyseliny) 

Chemikálie: 

- Diamoniová sůl 2,2ˊ-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonovékyseliny) (ABTS) 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- Nosič s imobilizovanou lakázou, Trametes versicolor (EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA) (0,66 I.U./1 mg lyofilizátu) 

Roztoky: 

- 0,1 M fosfátový pufr pH 7,3 

- 5 mM substrátový roztok ABTS v 0,05 M K-acetátovém pufru pH 4,5 

Postup: 

Směs nosiče s imobilizovanou lakázou byla promíchána a pomocí magnetu separovány 

částice od supernatantu. Pro stanovení aktivity bylo do kyvety pipetováno 400 l suspenze 

částic s imobilizovaným enzymem, přidáno 541 l 0,1 M fosfátového pufru pH 7,3 a 9 l 

zásobního roztoku ABTS. Absorbance byla měřena na spektrofotometru ve 2 minutových 

intervalech, kdy 1,5 minuty byla směs míchána, následovala 30 s separace částic magnetem 

a měření absorbance. Měření probíhalo po celkovou dobu 20 minut při vlnové délce =414 

nm. 

2.2.9 Imobilizace lakázy na magnetickou makroporézní perlovou celulózu 

s hydrazidovými funkčními skupinami 

Chemikálie: 

- Lakáza, Trametes versicolor (EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

(0,66 I.U./1 mg lyofilizátu) 

- Magnetická makroporézní perlová celulóza L 1682 s hydrazidovými funkčními 

skupinami (velikost částic 125-250 m) (ÚMCH AVČR, Praha) 

- Jodistan sodný (NaIO4), p.a., (Reanal, Budapešť, Maďarsko) 

- Etylenglykol (C6H6O2), p.a., (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- Ostatní chemikálie čistoty p.a. (Lachema, Brno, ČR) 
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Roztoky: 

- 0,1 M K-acetátový pufr pH 5,5 

- 0,05 M K-acetátový pufr pH 4,5 

- 0,05 M K-acetátový pufr pH 4,5 s 0,5 M NaCl 

- 0,05 M K-acetátový pufr pH 4,5 s 5 mM CuCl2 

- 0,1 M NaIO4 v destilované vodě 

Postup: 

Prvním krokem byla oxidace lakázy jodistanem sodným, kdy 3 I.U. lakázy (0,0045 g) v 1 ml 

0,1 M K-acetátového pufru pH 5,5 byly smíchány se 110 l 0,1 M NaIO4, aby byla jeho 

výsledná koncentrace ve směsi 0,01 M. Enzym byl oxidován za mírného otáčení na rotátoru 

30 minut při 4 C. Oxidace byla poté zastavena přídavkem 3 l etylenglykolu a směs byla 

inkubována 10 minut na rotátoru při 4 C. Následovalo odsolení enzymu pipetováním 0,5 ml 

oxidovaného enzymu do odsolovací MicroSpin G-25 kolony. Centrifugace 10 minut při 1300 

otáčkách/minutu. Po odsolení byl roztok enzymu přidán k 0,25 ml sedimentovaného nosiče, 

který byl nejdříve 5x promyt 0,05 M K-acetátovým pufrem pH 4,5 (1 ml). Takto byla směs 

inkubována přes noc při 4 C za mírného otáčení na rotátoru. Po imobilizaci byl nosič 10x 

promyt 0,05 M K-acetátovým pufrem pH 4,5 s 5 mM CuCl2. Ve stejném pufru nosič 

s imobilizovanou lakázou byl také skladován při teplotě 4 C. 

2.2.10 Stanovení aktivity lakázy imobilizované na magnetické hydrazidové 

perlové celulóze pomocí substrátu Syringaldazinu 

Chemikálie: 

- Syringaldazin (4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzaldehyd azin, SGZ) (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) 

- Magnetická makroporézní perlová celulóza L 1682 s hydrazidovými funkčními 

skupinami (velikost částic 125-250 m) (ÚMCH AVČR, Praha) s imobilizovanou 

lakázou, Trametes versicolor (EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

(0,66 I.U./1 mg lyofilizátu) 

Roztoky: 

- 0,05 M K-acetátový pufr pH 4,5 

- 5 mM substrátový roztok SGZ v methanolu 
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Postup: 

Směs nosiče s imobilizovanou lakázou byla promíchána a pomocí magnetu separovány 

částice od supernatantu. Pro stanovení aktivity bylo do kyvety pipetováno 30 l 

sedimentované magnetické hydrazinové perlové celulózy s imobilizovanou lakázou, přidáno 

963 l 0,05 M K acetátového pufru pH 4,5 a 7 l zásobního roztoku SGZ. Absorbance byla 

měřena na spektrofotometru v 1 minutových intervalech, kdy 45 sekund byla směs míchána, 

následovala 15 sekund separace částic magnetem a měření absorbance. Měření probíhalo 

po celkovou dobu 20 minut při vlnové délce =414 nm. 

2.2.11 Stanovení aktivity lakázy imobilizované na magnetické hydrazidové 

perlové celulóze pomocí substrátu diamoniové soli 2,2'-azinobis(3-

ethylbenzothiazolin-6-sulfonové kyseliny) 

Chemikálie: 

- Diamoniová sůl 2,2ˊ-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonovékyseliny) (ABTS) 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- Magnetická makroporézní perlová celulóza L 1682 s hydrazidovými funkčními 

skupinami (velikost částic 125-250 m) (ÚMCH AVČR, Praha) s imobilizovanou 

lakázou, Trametes versicolor (EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

(0,66 I.U./1 mg lyofilizátu) 

Roztoky: 

- 0,05 M K-acetátový pufr pH 4,5 

- 5 mM substrátový roztok ABTS v 0,05 M K-acetátovém pufru pH 4,5 

Postup: 

Směs nosiče s imobilizovanou lakázou byla promíchána a pomocí magnetu separovány 

částice od supernatantu. Pro stanovení aktivity bylo do kyvety pipetováno 30 l 

sedimentované magnetické hydrazinové perlové celulózy s imobilizovanou lakázou, přidáno 

961 l 0,05 M K acetátového pufru pH 4,5 a 9 l zásobního roztoku ABTS. Absorbance byla 

měřena na spektrofotometru v 1 minutových intervalech, kdy 45 sekund byla směs míchána, 

následovala 15 sekund separace částic magnetem a měření absorbance. Měření probíhalo 

po celkovou dobu 20 minut při vlnové délce =414 nm. 
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2.3 Metody – oxidace kyseliny hyaluronové 

2.3.1 Oxidace kyseliny hyaluronové pomocí 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-

oxylu s přídavkem chlornanu sodného, bromidu sodného 

a diaminobenzidinu  

Chemikálie: 

- 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- Diaminobenzidin (DAB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- Kyselina hyaluronová (1,8 MDa, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

Roztoky: 

- 0,5 M roztok TEMPO v 20% methanolu 

- 0,05 M acetátový pufr pH 5,5 

- 10% roztok NaOCl v destilované vodě 

- 0,5 mM roztok NaBr v destilované vodě 

- Zásobní roztok HA o koncentraci 1,5 mg/ml v destilované vodě, který 24h bobtnal 

- Zásobní roztok DAB o koncentraci 1 mg/ml v destilované vodě 

Postup: 

Ze zásobního roztoku HA byl pipetován 1 mg (0,666 ml) do šesti zkumavek. Roztok TEMPO 

byl do kaţdé zkumavky přidán o různé koncentraci, jednalo se o koncentraci 0,01 M, 0,03 M 

a 0,1 M (viz tabulka 6). Všechny vzorky byly doplněny na objem 2 ml 0,05 M acetátovým 

pufrem pH 5,5. Do všech zkumavek bylo přidáno 86 l 10% roztoku NaOCl tak, aby byla 

výsledná koncentrace ve směsi 7,0 mmol/l. A hned poté bylo přidáno 0,000102 g NaBr, 

aby byla výsledná koncentrace ve směsi 0,5 mmol/l (viz tabulka 6). 

Vzorky se nechaly 1 hodinu míchat na rotátoru a poté bylo do kaţdé zkumavky přidáno 

po 100 g roztoku DAB (100 l). Po přidání DAB byly vzorky inkubovány na rotátoru při 

4 C do druhého dne. Druhý den byla směs přepipetována do dialyzačních střívek, která byla 

ponořena do acetátového pufru o koncentraci 0,05 M a pH 5,5. Takto probíhala dialýza aţ 

do dalšího dne a během této doby byl pufr 3x vyměněn. Na závěr proměřena absorbance 

v závislosti na vlnové délce. 
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Tabulka 6: Přehled jednotlivých sloţek, jejich koncentrace a objem ve vzorcích 

  1 2 3 

HA, 1 mg (0,666 ml)   

TEMPO, 0,01M  - - 

TEMPO, 0,03M -  -

TEMPO, 0,1 M - - 

NaOCl, 7 mmol/l (86 l)   

NaBr, 0,5 mmol/l (0,1 mg)   

DAB, 100 mg (100 l)   

 

2.3.2 Oxidace kyseliny hyaluronové pomocí 0,1 M TEMPO za přítomnosti 

imobilizované a solubilní lakázy, diaminobenzidinu, chlornanu sodného a 

bromidu sodného 

Chemikálie: 

- 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- Diaminobenzidin (DAB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- Lakáza, Trametes versicolor (EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

(0,66 I.U./1 mg lyofilizátu) 

- Magnetická makroporézní perlová celulóza L1459-3 (velikost částic 80-100 µm, -OH 

funkční skupiny) (Iontosorb MG 100) s imobilizovanou lakázou, Trametes versicolor 

(EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (0,66 I.U./1 mg lyofilizátu) 

- Kyselina hyaluronová (1,8 MDa,  Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- Chlornan sodný (NaOCl) (Lachema, Brno, ČR) 

- Bromid sodný (NaBr) (Lachema, Brno, ČR) 

Roztoky: 

- 0,05 M K-acetátový pufr pH 5,5 

- 0,5 M roztok TEMPO v 20% methanolu 

- Zásobní roztok HA o koncentraci 1,5 mg/ml v destilované vodě, který 24h bobtnal 

- Zásobní roztok DAB o koncentraci 1 mg/ml v destilované vodě 
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Postup: 

Ze zásobního roztoku HA byl pipetován 1 mg (0,666 ml) do pěti zkumavek. Do kaţdé 

zkumavky bylo přidáno 400 l zásobního roztoku TEMPO, aby byla výsledná koncentrace 

ve směsi 0,1 M. Přidáním 934 l 0,05 M K-acetátového pufru pH 5,5 byl celkový objem 

doplněn na 2,0 ml. 

Dále byla do dvou zkumavek doplněná solubilní lakáza (3 I.U.) a do jedné z nich ještě navíc 

chlornan sodný a bromid sodný. Do dalších dvou bylo přidáno 200 l sedimentovaného 

nosiče (MPC) s imobilizovanou lakáza a do jedné z nich opět chlornan sodný a bromid sodný. 

V páté zkumavce byl k TEMPO a HA přidán chlornan sodný a bromid sodný (viz tabulka 7).  

Po hodinové oxidaci na rotátoru bylo do všech zkumavek přidáno 100 g DAB (100 l). 

Inkubační doba byla do druhého dne při 4C a poté byla směs nepipetována do dialyzačních 

střívek a ta byla ponořena do 0,05 M K-acetátového pufru pH 5,5. Po proběhlé dialýze 

do dalšího dne byla u vzorků proměřena absorbance v závislosti na vlnové délce. 

Tabulka 7: Přehled jednotlivých sloţek, jejich koncentrace a objem ve vzorcích 

  1 2 3 4 5 

HA, 1 mg (0,666 ml)     

TEMPO, 0,1 M (400 l)     

Solubilní lakáza (3 I.U.)   - - - 

Imobilizovaná lakáza (200 l) - -   - 

NaOCl, 7 mmol/l (86 l)  -  - 

NaBr, 0,5 mmol/l (0,1 mg)  -  - 

DAB, 100 mg (100 l)     
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2.3.3 Oxidace kyseliny hyaluronové pomocí 0,03 M TEMPO za přítomnosti 

imobilizované lakázy s přídavkem diaminobenzidinu 

Chemikálie: 

- 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- Diaminobenzidin (DAB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- Magnetická makroporézní perlová celulóza L1459-3 (velikost částic 80-100 µm, -OH 

funkční skupiny) (Iontosorb MG 100) s imobilizovanou lakázou, Trametes versicolor 

(EC 1.10.3.2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (0,66 I.U./1 mg lyofilizátu) 

- EDC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- S-NHS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- Kyselina hyaluronová (1,8 MDa, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

Roztoky: 

- 0,05 M K-acetátový pufr pH 5,5 

- 0,5 M roztok TEMPO v 20% methanolu 

- Zásobní roztok HA o koncentraci 1,5 mg/ml v destilované vodě, který 24h bobtnal 

- Zásobní roztok DAB o koncentraci 1 mg/ml v destilované vodě 

Postup: 

Ze zásobního roztoku HA byl pipetován 1 mg (0,666 ml) do čtyř zkumavek. Do všech bylo 

přidáno 120 l zásobního roztoku TEMPO, aby byla výsledná koncentrace ve směsi 0,03 M. 

Doplněno na celkový objem 2,0 ml přidáním 1,214 ml 0,05 M K-acetátového pufru pH 5,5. 

Do dvou ze čtyř zkumavek bylo přidáno 200 l sedimentovaného nosiče (MPC) 

s imobilizovanou lakázou. 

Po hodinové oxidaci na rotátoru bylo do jedné zkumavky s imobilizovanou lakázou 

a TEMPO a do jedné s přídavkem TEMPO, ale bez enzymu, přidáno 7,5 mg EDC a 1,25 mg 

S-NHS (viz tabulka 8). Do všech zkumavek bylo přidáno 100 g DAB (100 l). Inkubační 

doba byla do druhého dne a poté byla směs napipetována do dialyzačních střívek a ta byla 

ponořena do 0,05 M K-acetátového pufru pH 5,5. Po proběhlé inkubaci do dalšího dne byla 

u vzorků proměřena absorbance v závislosti na vlnové délce. 
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Tabulka 8: Přehled jednotlivých sloţek, jejich koncentrace a objem ve vzorcích 

  1 2 3 4 

HA, 1 mg (0,666 ml)    

TEMPO, 0,03M (120 ml)    

Imobilizovaná lakáza (200 ml)   - - 

EDC (7,5 mg)  -  - 

S-NHS (1,25 mg)  -  - 

DAB, 100 mg (100 ml)    

 

2.3.4 Oxidace kyseliny hyaluronové pomocí jodistanu sodného  

Chemikálie: 

- Diaminobenzidin (DAB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- Kyselina hyaluronová (1,8 MDa, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

- Jodistan sodný, p.a., (NaIO4) (Reanal, Budapešť, Maďarsko) 

- Etylenglykol, p.a., (C6H6O2) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

Roztoky: 

- 0,05 M K-acetátový pufr pH 5,5 

- Zásobní roztok HA o koncentraci 1,5 mg/ml v destilované vodě, který 24h bobtnal 

- 0,2 M roztok NaIO4 v destilované vodě 

- Zásobní roztok DAB o koncentraci 1 mg/ml v destilované vodě 

Postup: 

Do mikrozkumavky bylo pipetováno ze zásobního roztoku HA 1 mg (0,666 ml) a 1,0 ml 

roztoku jodistanu sodného tak, aby jeho výsledná koncentrace ve směsi byla 0,1 mol/l. Objem 

byl doplněn na 2,0 ml 0,05 M K-acetátovým pufrem pH 5,5. 

Směs se nechala oxidovat 2 hodiny při laboratorní teplotě na rotátoru ve tmě. Po proběhlé 

oxidaci bylo přidáno 30 l etylenglykolu. Poté byla směs napipetována do dialyzačních 

střívek a dialýza se nechala probíhat do dalšího dne do destilované vody při laboratorní 

teplotě. 
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Ke směsi bylo po dialýze přidáno 50 l roztoku DAB a opět následovala 24 hodinová dialýza 

v prostředí destilované vody při laboratorní teplotě. 

 

2.4 Analýza vzorků oxidované kyseliny hyaluronové 

infračervenou spektrometrií s Fourierovou transformací (FT-IR) 

Před vlastní analýzou byly vzorky oxidované kyseliny hyaluronové (viz. 2.3) odpařeny do 

sucha ve vakuovém koncentrátoru Concentrator plus 5305 (Eppendorf, Německo). FT-IR 

analýza byla provedena na jednoparskovém IČ spektrometru Nicolet iS50 (Nicolet CZ s.r.o., 

Praha, ČR). Oblast snímání spektra 4000 - 400 cm
-1

, rozlišení 4 cm
-1

 a počet scanů 25. 

Spektrum bylo zaznamenáváno reflexní technikou proti vzduchu.  
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3 Výsledky a diskuse 

 

Tato diplomová práce byla součástí výzkumu v oblasti přípravy nanočástic z kyseliny 

hyaluronové, které jsou následně testovány jako potenciální radioprotektivum plic 

při ozařování. Vlastní příprava nanočástic byla předmětem jiné diplomové práce realizované 

na stejném pracovišti.  

Nanočástice jsou obvykle syntetizovány zesíťováním polymerní molekuly kyseliny 

hyaluronové chemickými činidly. Stupeň zesíťování pak ovlivňuje velikost nanočástic a tím 

i jejich potenciální aplikaci. V literatuře existují informace o způsobu cílené modifikace 

kyseliny hyaluronové oxidačními činidly (např. 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl nebo 

jodistan sodný) [40, 77]. Navíc můţe být proces modifikace ovlivněn i přídavkem enzymu 

lakázy. Ta v systému jednak zajišťuje regeneraci oxidačního činidla (např. TEMPO) 

a umoţňuje eliminovat další látky (NaOCl, NaBr) [78, 80]. 

Cílem diplomové práce byla oxidace kyseliny hyaluronové vybranými oxidačními 

činidly. Záměrem byla oxidace primární alkoholové skupiny sacharidu, obsaţeného 

ve struktuře HA, na karbonylovou skupinu, která by mohla být následně vyuţita pro snadné 

síťování HA do nanočástic nebo vazbu biologicky aktivních látek.  Současně jsme se zaměřili 

na přípravu nosiče s imobilizovanou lakázou, který byl následně pouţit při reakcích cílené 

oxidace kyseliny hyaluronové. Výhodou pouţití imobilizovaného enzymu místo jeho 

solubilní formy spočívá v moţném opakovaném pouţití a snadné eliminaci z reakční směsi. 

Pro porovnání byla do našich experimentů zahrnuta i lakáza solubilní, která je zmíněna i 

v literatuře.  

Celá diplomová práce se skládá ze dvou hlavních částí. Jedna část byla věnována 

experimentům s enzymem lakázou. Nejprve byla stanovena aktivita solubilní lakázy pomocí 

vybraných nízkomolekulárních substrátů, syringaldazinu (SGZ) a diamoniové soli 2,2ˊ-azino-

bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonovékyseliny (ABTS). Poté byla lakáza imobilizovaná 

na vybrané typy magnetických částic a po imobilizaci bylo ověřeno, zda si zachovává 

aktivitu. Byly sledovány i parametry operační a skladovací stabilita lakázy. 

Druhá část byla zaměřena na oxidaci kyseliny hyaluronové (HA) o různé velikosti (30 

kDa a 1,8 MDa) vybranými oxidačními činidly, 2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxylem 

(TEMPO) a jodistanem sodným. Jednotlivé způsoby oxidace se od sebe lišily přídavkem 
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dalších látek podporujících nebo naopak zastavujících oxidaci HA, koncentrací TEMPO 

a funkčními skupinami, které při oxidaci vznikaly. Bylo také testováno, zda přídavek 

solubilní a zejména imobilizované lakázy ovlivní účinnost oxidace. Pro ověření oxidace HA 

byla pouţita nepřímá metoda, zaloţená na spontánní reakci vzniklé aldehydové skupiny po 

oxidaci s diaminobenzidinem, který lze detegovat spektrofotometricky. Byla provedena i 

analýza IČ spektra, konkrétně FT-IR (z angl. fourier-transform infrared spectroscopy) pro 

potvrzení přítomnosti aldehydových funkčních skupin. 
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3.1 Ověření čistoty solubilní lakázy pomocí polyakrylamidové 

gelové elektroforézy v prostředí dodecylsulfátu sodného (SDS-

PAGE) 

SDS-PAGE byla pouţita pro ověření čistoty komerčního enzymu lakázy izolovaného 

z hub Trametes versicolor a ověření molekulové hmotnosti solubilního enzymu. Separace 

probíhala na 10% polyakrylamidovém gelu s následným barvením roztokem amoniakálního 

stříbra. 

 

Obrázek 13: SDS-PAGE analýza komerčně dodávané lakázy z Trametes versicolor. 10% 

polyakrylamidový gel. Barvení gelu dusičnanem stříbrným. Podmínky separace: 180 V, 30 

mA. Marker (kDa), lakáza 5 g. 

Z výsledků na obrázku 13 je patrné, ţe molekulová hmotnost lakázy je 75 000 Da, 

coţ koresponduje s literaturou. Současně nejsou přítomny další kontaminující proteiny. Tento 

komerčně dodávaný enzym byl tedy vhodný pro další experimenty. 
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3.2 Stanovení aktivity solubilní lakázy  

Dříve neţ byl připraven nosič pro imobilizovanou lakázu, bylo nutné stanovit aktivitu 

enzymu pomocí vybraných substrátů. Aktivita byla stanovena metodou zavedenou na našem 

pracovišti a publikovanou Rotkovou a kol. v roce 2009 [95] s mírnou modifikací pro naše 

podmínky. Pro stanovení aktivity yly pouţity dva substráty, Syringaldazin (SGZ) 

a diamoniová sůl 2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonové kyseliny) (ABTS). 

3.2.1 Stanovení aktivity solubilní lakázy pomocí substrátu Syringaldazinu 

Při enzymatické přeměně substrátu Syringaldazinu (SGZ) lakázou dochází k rychlé 

precipitaci oxidačního produktu, který má fialovou barvu. Přeměna substrátu byla měřena 

kineticky ve 30 s intervalech (viz obrázek 14) při vlnové délce 525 nm podle postupu 

uvedeného v kapitole 2.2.1 Rozsah koncentrací solubilní lakázy byl zvolen 0,002 I.U./1ml - 

0,006 I.U./1ml Byla sestrojena kalibrační závislost změny absorbance za čas 90 s pro 

jednotlivé koncentrace (I.U.) lakázy (viz obrázek 14, tabulka 10). 

 

Obrázek č 14: Závislost absorbance na čase pro přeměnu substrátu solubilní lakázou 

z Trametes versicolor, různé koncentrace roztoků solubilní lakázy. 

Pro sestrojení kalibrační přímky byla pouţita lineární vzestupná část jednotlivých 

křivek, která odpovídá přírůstku produktu v čase. Z této lineární oblasti bylo pro výpočet 

aktivity pouţito rozmezí 15 s – 105 s pro všechny koncentrace lakázy. Ze získaných hodnot 

(viz tabulka 10) byla sestrojena závislost změny absorbance za 90 s na koncentraci lakázy 

v I.U./ml (viz obrázek 15). 
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Tabulka 10: Změny absorbance za 90 s a koncentrace lakázy pouţité pro stanovení aktivity 

pomocí substrátu SGZ 

 

Obrázek 15: Kalibrační přímka solubilní lakázy Trametes versicolor stanovená pomocí 

substrátu Syringaldazinu. 

 

3.2.2 Stanovení aktivity solubilní lakázy pomocí substrátu diamoniové soli 

2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonové kyseliny) 

I v případě substrátu ABTS probíhalo měření kineticky, v tomto případě při 414 nm 

podle postupu uvedeného v kapitole 2.2.2. Při přeměně substrátu ABTS odpovídá lineární 

část křivky opět přírůstku produktu za čas (viz obrázek 16). Rozsah koncentrací roztoků 

solubilní lakázy byl zvolen 0,001 I.U./1ml - 0,005 I.U./1ml Absorbance byla měřená v 30 

s intervalech při vlnové délce 414 nm. Byla sestrojena kalibrační závislost změny absorbance 

za čas 210 s pro jednotlivé koncentrace lakázy v I.U./ml (viz obrázek 16). 
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Obrázek 16: Kinetika přeměny substrátu ABTS solubilní lakázou Trametes versicolor o různé 

koncentraci. 

Pro sestrojení kalibrační přímky byla pouţita vzestupná část křivky, která odpovídá 

přírůstku produktu v čase a bylo vybráno časové rozmezí 30 s – 240 s pro všechny 

koncentrace lakázy. Z hodnot uvedených tabulce 11 byla sestrojena závislost změny 

absorbance za čas 210 s na jednotkách lakázy (viz obrázek 17). 

Tabulka 11: Změny absorbance za 210 s a koncentrace lakázy pouţité pro stanovení aktivity 

pomocí substrátu ABTS 

 

Obrázek 17: Kalibrační přímka solubilní lakázy Trametes versicolor stanovená pomocí 

substrátu ABTS. 
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3.3 Imobilizace lakázy na vybrané magnetické částice a stanovení 

její aktivity 

Po ověřená aktivity solubilní lakázy bylo vytipovány a otestovány různé magnetické 

částice pro imobilizaci lakázy. 

Byly vybrány magnetické částice komerčně dostupné a částice syntetizované na Ústavu 

makromolekulární chemie Akademie věd ČR (ÚMCH). Jejich přehled a vlastnosti jsou 

uvedené v tabulce 12. Částice se lišily materiálem, velikostí a funkčními skupinami pouţitými 

pro imobilizaci. Hydrazidová magnetická perlová celulóza (HMPC) byla pouţita pro svoji 

specifickou vazbu orientovanou na –OH skupiny, coţ znamená, ţe molekula enzymu musí být 

glykosylovaná. 

Tabulka 12: Přehled vybraných magnetických částic, jejich velikost, funkční skupina 

a výrobce. 

Magnetické částice Velikost Funkční skupina Výrobce 

Magnetická 

makroporézní perlová 

celulóza (MPC) 

80 - 100 m -OH 
Ionosorb MG 100 

(Ústí n.L., ČR) 

Hydrazidová 

magnetická 

makroporézní perlová 

celulóza (HMPC) 

125 - 250 m -NH-NH2 
ŮMCH AV ČR 

(Praha, ČR) 

SiMAG-amin 1 µm -NH2 
Chemicell GmbH 

(Berlín, Německo) 

SiMAG-carboxyl 1 µm -COOH 
Chemicell GmbH 

(Berlín, Německo) 

HEMA-40% EDMA 4 µm -COOH 
ÚMCH AV ČR 

(Praha, ČR) 

PGMA-40% EDMA 4 µm -COOH 
ÚMCH AV ČR 

(Praha, ČR) 

ProMAG 0,88 µm -COOH 
ÚMCH AV ČR 

(Praha, ČR) 
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Postupy imobilizací lakázy z Trametes versicolor na jednotlivé magnetické částice jsou 

popsané v předešlých kapitolách experimentální části. Imobilizace lakázy na funkční skupiny 

–OH u magnetické makroporézní perlové celulózy (MPC) probíhá  za stabilizace vazby 

kyanoborohydridem sodným, jehoţ přídavku předcházela oxidace lakázy pomocí jodistanu 

sodného. Při imobilizaci na částice SiMAG-amin, SiMAG-carboxyl, PGMA-40% EDMA 

a ProMAG byla pouţita karbodiimidová metoda s přídavkem EDC a  

S-NHS. Při orientované imobilizaci na HMPC byla lakáza nejdříve oxidována NaIO4, oxidace 

byla zastavena přídavkem ethylenglykolu a vlastní imobilizaci předcházelo ještě odsolení 

vzorku na MicroSpin G-25 koloně. Aktivita po imobilizaci na MPC a HMPC byla vztaţena 

na mnoţství sedimentovaného nosiče (0,5 ml nebo 1 ml), kdeţto u menších magnetických 

částic na 1 mg suspenze částic. 

3.3.1 Stanovení aktivity imobilizované lakázy na MPC a HMPC 

Po imobilizaci lakázy na dané magnetické částice je nutné ověřit její aktivitu. Aktivita 

byla stanovena pomocí dvou substrátů, SGZ a ABTS. Při stanovení aktivity imobilizované 

lakázy se bral sedimentovaný nosič, u MPC 50 l a u HMPC 30 l. U menších magnetických 

částic se bere suspenze nosiče s imobilizovaným enzymem (100 µg). 

Pro stanovení aktivity imobilizované lakázy na magnetické perlové celulóze bylo bráno 

50 l sedimentovaného nosiče s imobilizovaným enzymem. Měření probíhalo dle postupu 

popsaného v kapitole 2.2.5 a 2.2.11. Absorbance byla měřena kineticky v 30 s intervalech, 

kdy 20 sekund byla směs míchána, následovala 10 sekund separace částic magnetem a měření 

absorbance. Měření probíhalo po celkovou dobu 10 minut a byla monitorována absorbance 

při vlnové délce =525 nm pro substrát SGZ a =414 nm pro substrát ABTS. 

Z grafu (viz obrázek 18) byly vybrány změny absorbance za čas 30 s – 210 s (tj. 180 s) 

pro substrát ABTS a za čas 30 s – 90 s (tj. 60 s) pro substrát SGZ. Z kalibrace pak byla 

vypočítána aktivita imobilizované lakázy 0,004 I.U./1ml pro substrát SGZ a 0,096 I.U./1ml 

pro substrát ABTS (viz tabulka 13). 
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Obrázek 18: Kinetika přeměny substrátu ABTS (A) a SGZ (B) imobilizovanou lakázou 

Trametes versicolor na makroporézní magnetické perlové celulóze. 

Pro stanovení aktivity lakázy imobilizované na hydrazidové magnetické perlové 

celulóze bylo bráno 30 l sedimentovaného nosiče s imobilizaným enzymem. Měření 

probíhalo dle postupu viz kapitola 2.2.11. Absorbance byla měřena na spektrofotometru 

v minutových intervalech, kdy 45 sekund byla směs míchána, následovala 15 sekund separace 

částic magnetem a měření absorbance. Měření probíhalo po celkovou dobu 20 minut. 

Z grafu (viz obrázek 19) byla vybrána změna absorbance za čas 60 s–240 s (tj, 180 s) 

a jejím dosazením do rovnice regrese byla vypočítána aktivita 0,035 I.U./1ml pro substrát ABTS 

(viz tabulka 13). 

 

Obrázek 19: Kinetika přeměny substrátu ABTS imobilizovanou lakázou Trametes versicolor 

na hydrazidové magnetické perlové celulóze. 
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3.3.2 Stanovení aktivity imobilizované lakázy na částicích s funkčními 

skupinami –COOH nebo –NH2 

Pro stanovení aktivity lakázy imobilizované na magnetických částicích s funkčními 

skupinami –COOH nebo –NH2 bylo v prvních pokusech bráno 100 l suspenze nosiče 

s imobilizovaným enzymem a poté 400 µl suspenze, protoţe se nám nepodařilo dosáhnout 

hodnot, které by umoţňovaly vyhodnocení a výpočet aktivity. Ani přes zvýšení mnoţství 

částic s imobilizovaným enzymem nebylo moţné aktivitu u některých magnetických částic 

stanovit. Reakce probíhala velmi pomalu,  nebylo moţné získat změny absorbance za dané 

časové rozmezí, díky kterým bychom měli vyhodnotit aktivitu z kalibrace získané pro 

solubilní lakázu. Ani další zvýšení mnoţství magnetických částic nevedlo k vyhodnotitelným 

výsledkům. Při pouţití substrátu ABTS se nám podařilo stanovit aktivitu pouze pro lakázu 

imobilizovanou na částice SiMAG-amin a HEMA-40% EDMA (viz souhrnná tabulka 13). 

Pro částice SiMAG-amine však byla aktivita velice nízká, a proto i tyto částice byly z dalších 

experimentů vyřazeny 

Vzhledem k tomu, ţe jsme vyuţívali metodu stanovení aktivity, která byla 

jiţ optimalizovaná a publikovaná a v případě MPC, HMPC a HEMA se podařilo získat 

enzymaticky aktivní nosič, neprováděli jsme další optimalizace (např. změnu koncentrace 

substrátu, teplotu apod.). Pro naše další experimenty pak byly vyuţívány připravené aktivní 

nosiče. Nejvyšší aktivity bylo dosaţeno imobilizací enzymu na nosič MPC. 
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Tabulka 13: Přehled aktivit imobilizované lakázy z Trametes versicolor na vybrané 

magnetické částice 

Magnetická částice Substrát Výrobce 
Funkční 

skupina 
Aktivita 

Magnetická makroporézní perlová 

celulóza 

SGZ 
Ionosorb MG 

100 
OH 

0,004 

I.U./1ml 

ABTS 
0,096 

I.U./1ml 

Hydrazidová magnetická perlová 

celulóza 
ABTS ÚMCH AVČR NH-NH2 

0,035 

I.U./1ml 

SiMAG-amin ABTS Chemicell NH2 
0,0007 

I.U./1ml 

HEMA-40% EDMA ABTS ÚMCH AVČR OH 
0,0047 

I.U./1ml 

SiMAG-carboxyl SGZ/ABTS Chemicell COOH NA 

PGMA-40% EDMA SGZ/ABTS ÚMCH AVČR COOH NA 

ProMAG SGZ/ABTS ÚMCH AVČR COOH NA 
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3.4 Operační aktivita a skladovací stabilita 

Nejen aktivita enzymu po imobilizaci je důleţitým parametrem připravených nosičů, 

ale také operační aktivita a skladovací stabilita. Při operační aktivitě zjistíme, zda 

imobilizovaný enzym ztrácí svoji aktivitu při vícenásobném pouţití. Skladovací stabilita nám 

ukáţe, zda se s dobou uskladnění mění i aktivita imobilizovaného enzymu. 

Na základě předchozích výsledků byly vybrány nosiče MPC, HMPC a HEMA-40% 

EDMA, a u nich byla testována operační a skladovací stabilita. Operační stabilita byla 

ověřena opakovaným stanovením aktivity imobilizované lakázy u jednoho alikvotu částic 

s imobilizovanou lakázou, abychom zjistili, zda enzym ztrácí s pouţíváním svoji aktivitu. 

Částice byly vţdy mezi jednotlivým měřením promyty 0,05 M K-acetátovým pufrem pH 4,5. 

Skladovací stabilita byla ověřena stanovením aktivity vţdy u čerstvého alikvotu 

po týdenních intervalech, abychom zjistili, zda enzym skladováním neztrácí svoji aktivitu. 

Nosiče s imobilizovanou byly po dobu skladování uchovány při 4 C. Při všech stanoveních 

aktivity byl jako substrát pouţit ABTS a stanovení bylo provedeno podle postupu uvedeného 

v kapitole 2.2.5. 

Při porovnání všech tří nosičů (viz obrázek 20, A-C) je viditelné, ţe lakáza 

imobilizovaná na magnetickou makroporézní perlovou celulózu (MPC) a hydrazidovou 

magnetickou perlovou celulózu (HMPC) neztrácí svoji aktivitu ani po 4. pouţití. Vzestup 

enzymové aktivity při druhém pouţití je běţný jev, který je u imobilizovaných enzymů 

pozorován, a můţe být způsoben aktivací enzymu substrátem. V případě nosiče HEMA-40% 

EDMA byl pozorován pokles aktivity jiţ po druhém pouţití.  

Skladovací stabilitu můţeme pozorovat na obrázcích D-F. Z grafů (viz obrázek 21, D-F) 

je viditelné, ţe skladování imobilizované lakázy na magnetické makroporézní perlové 

celulóze (MPC) a hydrazinové magnetické perlové celulóze (HMPC) její aktivitu nijak 

zásadně nesniţuje. Pokles byl zaznamenán aţ po 3. týdnu uskladnění. Aktivita imobilizované 

lakázy na magnetické částice HEMA-40% EDMA se skladováním znatelně sniţuje, proto byl 

tento nosič s dalších experimentů vyřazen. 
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Obrázek 20, A-C: Operační aktivita lakázy z Trametes versicolor imobilizované na: A) MPC, 

B) HMPC, C) HEMA-40% EDMA. Substrát ABTS, měřeno při vlnové délce =414 nm 

ve 2 minutových intervalech po dobu 20 minut. 
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Obrázek 21, D-F:  Skladovací stabilita lakázy z Trametes versicolor imobilizované na: A) 

MPC, B) HMPC, C) HEMA-40% EDMA. Substrát ABTS, měřeno při vlnové délce 

=414 nm ve 2 minutových intervalech po dobu 20 minut.  
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Ověřením operační aktivity a skladovací stability se jeví magnetická makroporézní perlová 

celulóza (MPC) a hydrazinová magnetická perlová celulóza (hydrazin. MPC) jako nejvíce 

vhodné nosiče pro imobilizaci lakázy. Pro experimenty s oxidací kyseliny hyaluronové 

pak byla vybrána MPC, která měla po imobilizaci nejvyšší aktivitu. 

3.5 Oxidace kyseliny hyaluronové 

Dle literatury můţe oxidace kyseliny hyaluronové, resp. jejích -OH skupin, probíhat 

aţ na úroveň karboxylu [77]. Avšak naším cílem bylo, aby produktem oxidace HA byl 

aldehyd. Důleţitým krokem bylo najít vhodnou metodu pro prokázání přítomnosti 

aldehydových skupin, dostupnou v naší laboratoři a vyuţitelnou pro průběţné ověřovací 

experimenty. Aldehydovou skupinu jsme se rozhodli prokázovat nepřímo s předpokladem 

vazby reaktivní látky obsahující aminoskupinu, konkrétně diaminobenzidinu (DAB) (viz 

obrázek 22). Ten lze detegovat spektrofotometricky, při jeho absorpčním maximu 465 nm 

[90]. Předpokládali jsme, ţe pokud by oxidace probíhala aţ na karboxyl, nemělo by spontánně 

dojít k navázání DAB. U vybraných vzorků pak byla provedena i FTIR analýza (viz obrázek 

32, 33). Všechny vzorky jsme nechali dialyzovat, aby došlo k přečištění vzorku a odstranění 

nezreagovaných sloţek. 

Diaminobenzidin (DAB) má absorpční maximum při vlnové délce okolo 465 nm (viz 

obrázek 23). Tato námi získaná hodnota se shoduje s hodnotou uvedenou v literatuře [90]. 

Při této vlnové délce jsme z našich spekter odečetli hodnoty absorbancí pro kaţdý vzorek 

a vytvořili sloupcové grafy (viz obrázky 26, 28) 

 

Obrázek 22: Struktura diaminobenzidinu. Převzato z [103]. 
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Obrázek 23: Závislost absorbance na vlnové délce pro diaminobenzidin (100 µg/ml). 

Absorpční maximum odpovídající =465 nm je vyznačené černou čárou. Spektrum bylo 

proměřeno v rozmezí vlnových délek 400 – 700 nm. 

V našich prvních experimentech jsme nejdříve oxidovali HA pomocí TEMPO o různé 

koncentraci. Jednalo se o koncentrace: 0,01 M, 0,03 M a 0,1 M. Zkoušeli jsme variantu s i bez 

přídavku chlornanu sodného a bromidu sodného (viz obrázek 24, 25). Systém TEMPO-

NaOCl-NaBr je pouţíván právě za účelem získání aldehydů. Během této oxidace je NO
+
 

odvozený od TEMPO redukován na hydroxylamin. Nitrosoniový iont reaguje 

s hydroxylaminem, kdy dochází k regeneraci TEMPO a sám NO
+
 se ve směsi kontinuálně 

regeneruje právě chlornanem sodným [29, 81]. Tato metoda je bez přítomnosti jak solubilní, 

tak imobilizované lakázy. Absorbance byla proměřena v rozmezí vlnových délek 190 – 900 

nm. Podrobnější postup najdeme v kapitole 2.3.1.  

 

0

0.005

0.01

0.015

0.02

0.025

0.03

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750

A
b

so
rb

a
n

ce

Vlnová délka (nm)



68 
 

 

Obrázek 24: Závislost absorbance na vlnové délce pro oxidaci HA pomocí TEMPO o různé 

koncentraci s přídavkem DAB.  

Mnoţství oxidované HA o velikosti 1,8 MDa bylo 1 mg na 2 ml reakčního objemu. 

Absorbance byla měřena v rozmezí vlnových délek 190-900 nm. Absorpční maximum DAB 

pro odečet absorbance je vyznačeno černou čarou (465 nm). Píky při niţších vlnových 

délkách mohou pocházet z ostatních sloţek kyseliny hyaluronové. 

 

 

Obrázek 25: Závislost absorbance na vlnové délce pro oxidaci HA pomocí TEMPO o různé 

koncentraci s přídavkem DAB,  NaOCl a NaBr.  
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Mnoţství oxidované HA o velikosti 1,8 MDa bylo 1 mg na 2 ml reakčního objemu. 

Absorbance byla měřena v rozmezí vlnových délek 190-900 nm. Absorpční maximum DAB, 

při kterém byly odečteny hodnoty absorbance je vyznačeno černou čarou v grafu a odpovídá 

465 nm. Píky při niţších vlnových délkách pocházejí z ostatních sloţek reakční směsi. 

 

Obrázek 26: Absorbance odečtené při absorpčním maximu DAB, tj. =465 nm. 1 - 0,01 M 

TEMPO+NaOCl+NaBr, 2 - 0,03 M TEMPO+NaOCl+NaBr, 3 - 0,1 M 

TEMPO+NaOCl+NaBr. 

 

Při další oxidaci HA o velikosti 1,8 MDa jsme pouţili 0,1 M TEMPO, s kterým bylo 

v předešlých experimentech dosaţeno teoreticky nejlepších výsledků, ale za přídavku 

imobilizované (200 l sedimentovaného nosiče) a solubilní lakázy (3 I.U.), chlornanu 

sodného a bromidu sodného a následně po oxidaci opět diaminobenzidinu. Absorbance byla 

proměřena v rozmezí vlnových délek 190 – 900 nm. Podrobnější postup najdeme v kapitole 

2.3.1. 
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Obrázek 27: Závislost absorbance na vlnové délce pro oxidaci HA pomocí 0,1 M TEMPO 

v přítomnosti solubilní a imobilizované lakázy s přídavkem DAB,  NaOCl a NaBr. 

Mnoţství oxidované HA o velikosti 1,8 MDa bylo 1 mg na 2 ml reakčního objemu. 

Absorbance byla měřena v rozmezí vlnových délek 190-900 nm. Absorpční maximum DAB, 

při kterém byly odečteny hodnoty absorbance je vyznačeno černou čarou v grafu a odpovídá 

465 nm. Píky při niţších vlnových délkách pocházejí z ostatních sloţek reakční směsi. 

 

Obrázek 28: Absorbance odečtené při absorpčním maximu DAB, tj. =465 nm. 1 – 

HA+TEMPO+imobil. lakáza, 2 – HA+TEMPO+imobil. lakáza+NaOCl+NaBr, 3 – 

HA+TEMPO+solubil. lakáza, 4 – HA+TEMPO+solubil. lakáza+NaOCl+NaBr.  
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Porovnáním sloupcových grafů (viz obrázek 26, 28), podle nevyšších hodnot změřené 

absorbance vzorků, můţeme vyhodnotit, ţe největší mnoţství kyseliny hyaluronové bylo 

oxidováno pouţití 0,1 M TEMPO v kombinaci s NaOCl a NaBr. V dalším experimentu je 

prokazatelné (viz obrázek 28), ţe je systém TEMPO-NaOCl-NaBr účinný i společně 

s imobilizovanou lakázou na makroporézní magnetické perlové celulóze (MPC). Avšak 

největší oxidační schopnosti prokazuje 0,1 M TEMPO v kombinaci s imobilizovanou lakázou 

na MPC. 

Pro další plánované experimenty jsme předpokládali, ţe pokud by došlo k oxidaci 

hydroxylových skupin aţ na skupiny karboxylové, po oxidaci přidávaný diaminobenzidin by 

se nenavázal. K vazbě by došlo v případě, ţe vzniklé karboxylové skupiny by byly aktivovány 

přídavkem karbodiimidu (EDC) a N-hydroxysulfosukcinimidu (S-NHS). Pokud oxidace 

proběhla na poţadovanou karbonylovou skupinu, přídavek EDC a S-NHS nebude mít ţádný 

vliv. Experiment byl proveden za stejných podmínek, pouze po oxidaci s přídavkem EDC 

a S-NHS podle postupu uvedeného v kapitole 2.3.3. Výsledky jsou uvedeny na obrázcích 29 

a 30. 

 

Obrázek 29: Závislost absorbance na vlnové délce pro oxidaci HA pomocí 0,03 M TEMPO 

v přítomnosti imobilizované lakázy s přídavkem DAB, EDC a S-NHS. 

Mnoţství oxidované HA o velikosti 1,8 MDa bylo 1 mg na 2 ml reakčního objemu. 

Absorbance byla měřena v rozmezí vlnových délek 190-900 nm. Absorpční maximum DAB, 
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při kterém byly odečteny hodnoty absorbance je vyznačeno černou čarou v grafu a odpovídá 

465 nm.  

 

 Obrázek 30: Absorbance odečtené při absorpčním maximu DAB, tj. =465 nm 1 – 

HA+TEMPO+imobil. akáza, 2 – HA+TEMPO+EDC+S-NHS, 3 – HA+TEMPO+imobil. 

lakáza+EDC+S-NHS. 

Při porovnání obrázků 28 a 30 můţeme říct, ţe přídavek EDC a S-NHS neměl na vznik 

aldehydových skupin ţádný vliv. Protoţe hodnoty absorbancí pro vzorky, ve kterých je 

obsaţena HA+TEMPO+imobilizovaná lakáza, jsou stejné s i bez přádavku EDC a S-NHS. 

Dalším oxidačním činidlem kyseliny hyaluronové, které jsme zkoušeli, byl jodistan 

sodný, který by měl HA oxidovat na aldehyd [89]. Proto byl do našeho experiment zařazen 

jako standardní srovnávací metoda. Ke vzorku byla opět přidána reaktivní látka 

diaminobenzidin, která by se po oxidaci vázala na vzniklé aldehydové skupiny (viz obrázek 

31). Detekce probíhala stejně jako u oxidace pomocí TEMPO, spektrofotometricky v rozmezí 

vlnových délek 190-900 nm a byla odečítána hodnota absorbance při 465 nm. Oxidované 

mnoţství imobilizované lakázy o velikosti 1,8 MDa bylo 1 mg v reakčním objemu 2ml.  

Postup metody je podrobně popsán v kapitole 2.3.4.  
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Obrázek 31: Schéma mechanismu oxidace HA pomocí NaIO4. Převzato a upraveno [89]. 

Bohuţel výsledky zvolené nepřímé metody neposkytly jednoznačné a průkazné výsledky, 

protoţe výsledky absorbancí byly stejné jako v předešlých měřeních. 

Podařilo se nám výsledky experimentu doplnit o infračervenou spektrometrii 

s Fourierovou transformací (FTIR) oxidované kyseliny hyaluronové. Pro analýzu byly 

vybrány vzorky oxidované kyseliny hyaluronové o velikosti 30 kDa a 1,8 MDa a byla pouţita 

oxidační činidla stejná, jako v předešlých experimentech, a to bez a s přítomností solubilní 

nebo imobilizované lakázy. Analýza probíhala za podmínek uvedených v kapitole 2.4. 

a infračervená spektra jsou zobrazena na obrázcích 32 a 33.. 
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Obrázek 32: IČ spektrum. Velikost HA je 30kDa. Aldehydová skupina vyznačena šipkou. 1 - HA + TEMPO, 2 - HA + TEMPO + NaOCl + 

NaBr, 3 - HA + TEMPO + imobilizovaná lakáza (200ul sedimentovaného nosiče), 4 -  HA + TEMPO + solubilní lakáza (3 I.U.), 5 - HA + 

TEMPO + NaOCl + NaBr + imobilizovaná lakáza, 6 - HA + NaIO4. 
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Obrázek 33: IČ spektrum. Velikost HA je 180Da. Aldehydová skupina vyznačena šipkou. 1 - HA + TEMPO, 2 - HA + TEMPO + NaOCl + 

NaBr, 3 - HA + TEMPO + imobilizovaná lakáza (200ul sedimentovaného nosiče), 4 -  HA + TEMPO + solubilní lakáza (3 I.U.), 5 - HA + 

TEMPO + NaOCl + NaBr + imobilizovaná lakáza, 6 - HA + NaIO4.
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Na obou infračervených spektrech (viz orbázek 32, 33) můţeme pozorovat pík 

odpovídající karbonylové skupině. Jednalo se o vzorek obsahující oxidovanou kyselinu 

hyaluronovou, TEMPO a solubilní lakázu. U vzorku obsahující HA s větší molekulovou 

hmorností (1,8 MDa) je pík více viditelný. Můţe to být způsobené vznikem většího mnoţství 

karbonylových skupin, coţ se odvíjí od většího počtu OH skupin v původní molekule HA. 

FTIR analýza naznačuje, ţe by účinek lakázy mohl být pozitivní, avšak nejlepších 

výsledků bylo dosaţeno pouze se solubilní lakázou. Důvodem můţe být větší mnoţství 

solubilní lakázy neţ imobilizované. Experimenty jiţ nebylo moţné zopakovat s takovým 

mnoţstvým nosiče, které by odpovídalo mnoţství solubilní lakázy. V rámci dalších 

experimentů na toto téma by bylo třeba celé řady dalších optimalizací, ať uţ s mnoţstvím 

činidel a jejich poměrů, tak různým mnoţstvím enzymu. Zárověň by se mohla testovat i jiná 

činidla, která by byla po oxidaci vázána na modifikovanou kyselinu hyaluronovou a také byla 

lépe kvantifikovatelná. 
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4 Závěr 

Jedním z hlavních cílů diplomové práce bylo připravit enzymaticky aktivní nosič 

s imobilizovanou lakázou s vyuţitím magnetických částic a ověření její aktivity pomocí 

vybraných substrátů, jednalo se o Syringaldazin (SGZ) a diamoniovou sůl 2,2'-azinobis(3-

ethylbenzothiazolin-6-sulfonové kyseliny) (ABTS). Nejlepší výsledky jsme pozorovali 

u magnetické makroporézní perlové celulóze (MPC), hydrazidové magnetické perlové 

celulóze (HMPC) a HEMA-40% EDMA. Tyto magnetické částice byly dále pouţity pro 

stanovení operační aktivity a skladovací stability, kde jsme si jejich vyhovující vlastnosti 

potvrdili.  

Nosič s lakázou imobilizovanou na MPC byl dále pouţit při kontrolované oxidaci 

kyseliny hyaluronové (HA). Do experimentu byly zařazeny i vzorky se solubilní lakázou. 

Produktem oxidace měly být aldehydové skupiny, které jsme zjišťovali vazbou reaktivní 

látky, v našem případě diaminobenzidinu (DAB). Vyzkoušeli jsme oxidační činidla 2,2,6,6-

tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPO) a jodistan sodný (NaIO4). Bohuţel ţádné 

z experimentů nedávaly zvolenou metodou průkazné výsledky, proto jsme na závěr vzorky 

analyzovali pomocí infračervené spektrometrie s Fourierovou transformací (FT-IR), kde jsme 

ve spektru pozorovali přítomnost aldehydových skupin v molekule produktu, a to u jednoho 

ze vzorků. Pozitivním výsledkem bylo, ţe se jednalo o vzorek, který byl oxidován 

za přítomnosti enzymu lakázy, ale jeho solubilní formy. 

Tato práce se zabývala úplně novým tématem a veškeré výsledky jsou výsledky pouze 

prvotních experimentů. V rámci dalšího výzkumu v dané oblasti by byla nutná řada dalších 

optimalizací pro lepší a průkaznější výsledky.  

Na závěr mělo také dojít k propojení naší práce s další diplomovou prací, kdy měla být 

oxidovaná kyselina hyaluronová pouţita pro tvorbu nanočástic. Bohuţel k tomuto propojení 

nedošlo z důvodu nedokončení dané diplomové práce. 
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