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Glukóza oxidáza (GOX) z Aspergillus niger je flavoproteín, ktorý katalizuje oxidáciu 

β-D-glukózy za prítomnosti molekulového kyslíka ako akceptora elektrónu na δ-
glukónolaktón, ktorý následne spontánne hydrolyzuje na kyselinu glukuronovú a 
peroxid vodíka. Je to dimér s molekulovou hmotnosťou 160 kDa zložený z dvoch 
identických podjednotiek. Každá podjednotka (monomér) obsahuje tesne nekovalen-
tne viazanú molekulu FAD [1]. Štúdium glukóza oxidázy a jeho aplikácia je obmedze-
ná jej konformačnou stabilitou. Je známe, že teplotná stabilita a dynamické vlastnosti 
enzýmu závisia na redoxnom stave [2]. Aj napriek výraznému pokroku v štúdiu GOX 
sa doposiaľ nepodarilo pochopiť mechanizmus ireverzibilnej teplotne indukovanej 
denaturácie/ inaktivácie glukóza oxidázy [1]. 

Absorpčné spektrum GOX sa vo viditeľnej oblasti vyznačuje prítomnosťou pásov 
prislúchajúcich flavinovému kofaktoru, prostredníctvom ktorých sa sledujú teplotne 
indukované zmeny v aktívnom mieste pri rôznych koncentráciách proteínu. Teplota 
prechodu teplotne indukovanej denaturácie GOX je monitorovaná aj metódou cirku-
lárneho dichroizmu (CD). CD spektrum GOX v natívnom stave sa vyznačuje relatívne 
silnými signálmi vo viditeľnej, blízkej-UV a ďalekej-UV oblasti. Vo viditeľnej oblasti je 
pozorovaný pozitívny Cottonov efekt s maximom pri 375 nm, ktorý prislúcha prítom-
nosti flavínového kofaktora [3]. Vo viditeľnej a blízke-UV oblasti sú zmeny v CD spek-
trách GOX v teplotne denaturovanom a natívnom stave výrazné, hlavne vďaka diso-
ciácii FAD-u z proteínu [1]. Zvýšenie teplotnej stability v oxidovanom stave sa dá 
dosiahnuť externým prídavkom sorbitolu, glycerolu alebo iných polyolov , rôznych 
solí alebo polyelektrolytov [4]. 

V našej práci sa snažíme objasniť problematiku teplotnej stability modelového 
proteínu v oxidovanom stave v rôznom pH prostredia aj v prítomnosti látok poten-
ciálne stabilizujúcich jeho štruktúru. Výrazným pokrokom v našej práci bolo objavenie 
vhodného redukčného činidla na redukciu GOX, ktoré zabezpečí trvalé redukčné 
prostredie (v definovanom rozsahu pH) potrebné na uskutočnenie merania teploty 
prechodu. Týmto spôsobom vieme predmetne porovnať hodnoty teplôt prechodu 
GOX v oxidovanom a redukovanom stave. 
 
Príspevok bol vypracovaný v rámci projektov č. 26220120033 z ŠF EU, VEGA 
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