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Лакказы грибов ‒ это оксидоредуктазы с низкой субстратной специфичностью. Для получения ги-
бридных катализаторов с новыми свойствами на основе лакказы необходимо знать характеристики
поверхности этого фермента. Мишенями для реакций иммобилизации служат молекулы лизина,
экспонированные на поверхности лакказы. В качестве платформы для выявления экспонирован-
ных на поверхности лакказы сайтов, потенциально пригодных для замещения остатками лизина,
мы использовали LAC3-K0, лишенный остатков лизина. На основе 3D модели LAC3-K0 были вы-
браны семь сайтов и с помощью сайт-направленного мутагенеза получены мутанты с единичными
остатками лизина (UNIKn, где n ‒ номер остатка). Все мутанты экспрессировали в клетках Saccha-
romyces cerevisiae W303-1A. По способности окислять гваякол или 2,2'-азино-бис(3-этилбензотиазо-
лин-6-сульфоновую кислоту (ABTS) на чашках с агаром их отнесли к функционально секретируе-
мым белкам. Все варианты, как и ожидалось, были активными при кислых, но не при нейтральных
значениях рН. Эти варианты оставались стабильными при температуре 15‒55°C и полностью утрачивали
активность при 70°C. Показано, что замена одного или двух поверхностных остатков лизина сильно вли-
яла на активность фермента и его субстратную специфичность независимо от расстояния этих остатков
от сайта Т1. Каталитические параметры (  и ), измеренные по отношению к ABTS, различались у
разных вариантов;  была в 1.5‒2 раза выше у UNIK269 и у тройного мутанта с  = 0.27 и 0.30 соот-

ветственно;  равна 30.25 у UNIK238 и 32.34 у тройного мутанта. Установлено, что свойства гидрофоб-
ных областей на поверхности LAC3-K0 следует учитывать при взаимодействии гибридных материалов.
Все полученные нами варианты с уникальными поверхностными остатками лизина содержат сайты,
пригодные для контролируемой ориентации лакказы при дизайне гибридных материалов.
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ВВЕДЕНИЕ

Лакказы ‒ п-дифенолоксидоредуктазы [КФ
1.10.3.2] ‒ “мультимедные” ферменты, содержа-
щие четыре иона меди, организованных в два ак-
тивных центра. Расположенный на поверхности
медный сайт типа I участвует в окислении фе-
нольных субстратов, тогда как скрытый трехъ-
ядерный медный центр участвует в сопутствую-
щем восстановлении O2 до воды [1, 2]. Лакказы

рассматриваются как “зеленые катализаторы”,
благодаря их способности использовать молеку-
лярный O2 как акцептор электронов с образова-
нием воды в качестве единственного побочного
продукта [3‒5]. Низкая специфичность лакказ
позволяет им катализировать окисление широко-
го круга фенольных соединений, ароматических
аминов и ионов металлов. Лакказы, широко рас-
пространенные в природе, выполняют разнообраз-
ные биологические функции, включая участие в
морфогенезе, защите от стресса и деградацию лиг-
нина [6]. Лакказы грибов обладают высоким ре-
докс-потенциалом (730–790 мВ), однако для дегра-
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1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0026898422040024 для авторизованных поль-
зователей.
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дации некоторых компонентов лигнина и других
субстратов с высоким редокс-потециалом требу-
ется присутствие редокс-медиаторов [7, 8].

В последние 10 лет лакказы привлекали особое
внимание из-за их редокс-свойств и надежности
как катализаторов. Они используются в экологи-
чески чистых производствах, включающих био-
технологические процессы получения текстиля,
косметических средств, пищевых продуктов, ле-
карственных препаратов, биотоплива и энергии.
Недавно лакказы нашли применение в нанобио-
технологиях [6, 9], области, возникшей на перед-
нем крае биотехнологии, в которой технологии
функционализации и иммобилизации использу-
ются для интеграции ферментов при дизайне ги-
бридных наноматериалов (NM) с улучшенными
характеристиками и свойствами, еще не обнару-
женными в природе.

Иммобилизация ‒ давно известный мощный
инструмент улучшения свойств природных фер-
ментов [10], применение которых затрудняется та-
кими постпроизводственными проблемами, как
недостаточная стабильность, длительность хране-
ния, условия применения (pH и температура), вос-
становление и рециклинг катализатора. Для им-
мобилизации используют свойства аминокислот-
ных остатков, локализованных на поверхности
молекулы фермента, такие как, например, актив-
ные группы цистеина или лизина, которые могут
участвовать в ковалентном связывании [10]. Как
описано в обзоре Hoarau и соавт. [11], химически
хорошо охарактеризованные самособирающиеся
монослойные (SAM) поверхности, образованные
короткими цепочками этиленгликоля и цистеин-
активными малеимидными группами, могут ис-
пользоваться для ковалентного связывания остат-
ков цистеина, расположенных на поверхности
фермента. Прогресс в изучении взаимодействий на
молекулярном уровне между белками и материа-
лом подложек, которые вносят вклад в повышение
стабильности и активности, обеспечивают разра-
ботку методов, которые модулируют взаимодей-
ствие фермент-подложка. Один из таких подходов ‒
рациональный дизайн вариантов с контролируе-
мой ориентацией фермента по отношению к по-
верхности подложки [11‒13]. Обеспечить нужную
ориентацию можно путем сайт-направленного
замещения аминокислотных остатков, располо-
женных на поверхности, остатками с активными
функциональными группами, которые будут ми-
шенями последующих реакций сопряжения с вы-
бранным материалом. Например, описана ориен-
тация лакказ на поверхности модифицированных
карбоновых нанотрубок с целью синтеза эффек-
тивных биокатодов через специфичную кова-
лентную функционализацию уникальных остат-
ков лизина [14, 15]. Ориентация молекул фермен-
та (при увеличении числа “связанных” молекул)
на поверхности электрода позволяет измерить

прямой перенос электронов (DET) с электрода на
фермент; DET может модулироваться как функ-
ция ориентации фермента [14, 15].

Благодаря хорошо изученной топографии,
некоторые лакказы идеальны для получения
представлений о модуляции функций фермента
посредством сайт-направленного мутагенеза по-
верхностных аминокислотных остатков, пред-
сказанных с помощью биоинформатических ин-
струментов, для дизайна точных изменений. Лак-
каза LAC3 Trametes sp. штамм C30 катализирует
окисление природных и синтетических соедине-
ний [16, 17], ее активность модулируется путем
создания на поверхности разных сайтов функци-
онализации [14, 15, 18]. Использование варианта
LAC3, лишенного лизиновых групп, позволяет вве-
сти уникальные остатки лизина в любое место по-
верхности фермента [18].

С целью выяснения влияния локализации остат-
ков лизина на поверхности лакказы на функцию
лакказы нами получен и охарактеризован набор
вариантов LAC3 с оригинальными единичными
остатками лизина.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Штаммы, среды и плазмиды. Во всех манипуля-
циях с ДНК использовали штамм Escherichia coli
DH5α (FΔ80lacZ ΔM15 Δ(lacZYAargF)U169 deoR
recA1 endA1 hsdR17(rk, mk +) phoA supE44 thi1gyrA96
relA1 λ)). Клетки E. coli растили в среде Luria–
Bertani (LB, 10 г/л триптона, 5 г/л дрожжевого
экстракта, 10 г/л NaCl). При необходимости до-
бавляли ампициллин (100 мкг/л). Плазмиды и
праймеры, использованные в настоящей рабо-
те, приведены в табл. 1. Рекомбинантные лак-
казы экспрессировали в дрожжевой плазмиде
pAKLAC3-K0 [16, 18], используемой в качестве
исходной плазмиды для получения мутантных
производных лакказы. Штамм Saccharomyces cer-
evisiae W303-1A (MATa{leu2-3,112 trp1-1 can1-100
ura3-1 ade2-1 his3-11,15}) использовали для экс-
прессии лакказы. Трансформанты S. cerevisiae вы-
ращивали в селективной среде (6.7 г/л YNB без
аминокислот, 5 г/л казаминокислот, 90 мг/л аде-
нина; 40 мг/л триптофана; 50 мM сукцинатного
буфера pH 5.3; 0.5% v/v гваякола; 100 мкM CuSO4) и
20 г/л глюкозы в качестве источника углерода (SD).

Молекулярная модель. На сервере Swiss Model
(swissmodel.expasy.org) сгенерирована замещен-
ная 3D модель, основанная на кристаллической
структуре лакказы 1GYC T. versicolor в качестве
матрицы (Protein Data Bank, http://www.rcsb.org).
Эту модель использовали для предсказания экс-
понированных на поверхности аминокислотных
остатков LAC3 (GenBank AAR00925.1) с примене-
нием программ GetArea (www.expasy.org) и PyMOL
(pymol.org). Для предсказания гидрофобных
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участков (HP) на поверхности белков использо-
вали web server protein-sol (http://protein-sol.man-
chester.ac.uk/) [19].

Дизайн и конструирование мутантов. Плазмиду
pAKLAC3-K0, кодирующую вариант LAC3, не
содержащий остатков лизина (K0 = K40 > M, K71 >
H), использовали как ДНК-матрицу для получе-
ния единичных лизиновых мутантов, названных
UNIKn, где n ‒ положение остатка лизина в по-
следовательности LAC3. Для получения вариан-
тов UNIK, названных UNIK238 (Q238K), UNIK254
(D254K), UNIK269 (V269K), UNIK270 (T270K),
UNIK283 (D283K), UNIK291 (D291K) и UNIK293
(A293K), использовали набор Quick-change muta-
genesis kit (“Thermo Scientific”, США). Последо-
вательности мутагенных праймеров, сконструи-
рованных в этой работе, приведены в табл. 1.
Правильность мутантных последовательностей
подтверждена секвенированием. В двух случаях,
обусловленных, возможно, ошибками ДНК-поли-
меразы, обнаружены случайные мутации (выде-
лены полужирным) в вариантах UNIK269 (D96N/
V269K/T479A) и UNIK291 (A89S/D291K). Поскольку
эти мутации картированы на поверхности 3D моде-
ли LAC3-K0, а мутантные варианты фермента-
тивно активны, мы решили включить их в иссле-
дование и сравнить активности этих вариантов и
реципрокных единичных мутантов (рис. 1).

Трансформация клеток дрожжей и анализ актив-
ности лакказы на чашках. Штамм S. cerevisiae
W303-1A трансформировали плазмидами по про-
тотипу с использованием ацетата лития/ДНК-
носителя /PEG [20]. После трансформации клет-
ки распределяли по поверхности чашек с селек-
тивной средой SD и инкубировали при 28°C в те-
чение 4 дней. Лакказную активность определяли

количественно на чашках со средой SD, содержа-
щей 100 мкM CuSO4 и 0.5% v/v гваякола. Фермен-
ты LAC3 и LAC3-K0, использованные в качестве
контроля, получали, как описано Zhou и соавт. [21].

Продукция вариантов лакказы в дрожжах и
определение лакказной активности. Клетки дрож-
жей, продуцирующие варианты лакказы, куль-
тивировали в течение 60 ч при начальной плот-
ности OD600 = 0.1 в 50 мл среды SD в 250 мл колбах
при 28°C и 160 об./мин. После центрифугирова-
ния (4200 об./мин, 10 мин), супернатант филь-
тровали через бумажный фильтр (Whatman № 1),
затем пропускали через фильтр из стекловолокна
(поры 1.6 мкM) и концентрировали в ячейке для
ультрафильтрации (“Amicon”, CША) с мембра-
ной для белков 10 кДа (“Millipore”, США). Кон-
центрат фермента хранили при –80°C в 30% (w/v)
глицерине. Активность лакказы (5 мкл концентри-
рованного супернатанта) определяли при 25°C пу-
тем окисления 1 мM 2,2'-азино-бис (3-этилбензо-
тиазолина-6-сульфоновой кислоты) (ABTS) в
100 мM натрий-ацетатном буфере (pH 4.4) в сум-
марном объеме 1 мл. Окисление ABTS измеряли
при 436 нм (ε = 29300 M–1 см-1), используя спек-
трофотометр DU640 (“Beckman”). Ферментатив-
ную активность выражали в международных еди-
ницах (U). За одну единицу активности принимали
количество фермента, необходимое для окисления
1 мкмоль/мин ABTS. Концентрацию белка опреде-
ляли по методу Брэдфорда [22].

Характеристика кинетических параметров (ка-
жущаяся Vmax и KM) и условия стабильности грубого
экстракта лакказы. Значения кажущейся Vmax и KM
определяли по уравнению Михаэлиса‒Ментен,
затем рассчитывали значения kcat. Использовали
ABTS в концентрации 0.25, 0.5, 1,0, 2.5, 3.0 и

Рис. 1. 3D модель LAC3-K0, представленная в виде серых ленточных диаграмм (a и б). Поверхностные аминокислот-
ные остатки, выбранные для мутагенеза, выделены черными палочками, медь в сайте Т1 показана черной сферой,
трехъядерный медный сайт обведен кружком. В качестве образца использованы координаты кристаллической струк-
туры лакказы (1GYC) Trametes versicolor.
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5.0 мМ в 100 мМ натрий-ацетатном буфере (pH 4.4)
с 5 мкл концентрированного фермента в объеме
1 мл. Все измерения проводили в трех повторно-
стях в описанных ранее условиях. Поскольку в
катализе лакказы участвуют два субстрата и инва-
риантный [O2], который, как полагают, присут-
ствует в насыщающей концентрации, KM для раз-

ных субстратов считали кажущейся ( ). При
допущении, что 100% лакказы участвует в катали-
зе как активный фермент, измеренные kcat и Vmax

также считали кажущимися (  и ).
Температурная и рН-стабильность лакказы. Тер-

мостабилььность выбранных вариантов лакказы
анализировали, инкубируя грубый концентри-
рованный супернатант среды культивирования
при разных температурах (15, 25, 37, 55 и 70°C) в
течение 120 мин и оставляли при 4°C до измере-
ния активности. Лакказную активность опреде-
ляли при 25°C в предварительно описанных усло-
виях с 1 мM ABTS в качестве субстрата в 100 мM
натрий-ацетатном буфере (pH 4.4). Влияние pH
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на стабильность лакказы исследовали, инкубируя
супернатанты при разных значениях pH в 100 мM
ацетатном буфере (pH 3.5‒4.5) или в 100 мM фос-
фатном буфере (pH 5‒7.5) в течение 180 мин при
25°C. Концентрированные супернатанты пере-
носили в стандартные реакционные смеси для
определения лакказной активности с 1 мM ABTS
в качестве субстрата (pH 4.4), затем рассчитывали
удельную активность каждого варианта (SA).

Влияние температуры и рН на активность лакка-
зы. Для изучения действия температуры концен-
трированные супернатанты инкубировали при
15, 25, 37, 55 и 70°C в течение 30 мин, активность
лакказы определяли при соответствующей темпе-
ратуре в стандартных условиях [21]. Влияние рН
на активность лакказы определяли в концентри-
рованном супернатанте в 100 мM ацетатном бу-
фере/100 мM фосфатном буфере (pH 3.5‒7.5) при
25°C с 1 мM ABTS в качестве субстрата, затем рас-
считывали удельную активность каждого варианта.

Скрининг окисления фенольных соединения.
Окисление соединений определяли по прото-

Tаблица 1. Плазмиды и праймеры , использованные в работе

а Подчеркнут кодон, кодирующий мутантный лизин AAA/TTT.

Плазмида Положение кодона Расстояние до Т1, Åa Ссылка

pAK145-LAC3 K40/K71 31.8/27  [16]
pAK-145-K0 M40/H71 31.8/27  [14]
pAK-145-Q238K 238 17.5 Эта работа
pAK145-D254K 254 42 То же
pAK145-V269K 269 20.8 »
pAK145-T270K 270 24.5 »
pAK145-D283K 283 41 »
pAK145-D291K 291 36.4 »
pAK145-A293K 293 32.8 »
pAK145-D96N/V269K/T479A 96/269/479 30.6/20.8/33 »
pAK145-A89S/D291K 89/291 30/36.4 »

Праймер Нуклеотидная последовательность (5' → 3')а

Q238KFwd
Q238KRev

GTCGACTCGATCAAAATTTTCGCCGGG
CCCGGCGAAAATTTTGATCGAGTCGAC

D254KFwd
D254KRev

ACCGCGGATCAAAAAATCGGTAACTAC
GTAGTTACCGATTTTTTGATCCGCGGT

V269KFwd
V269KRev

CTAACACCGGTACAAAAACCACCGATGG
CCATCGGTGGTTTTTGTACCGGTGTTAG

T270KFwd
T270KRev

GGTACAGTCAAAACCGATGGCGGC
GCCGCCATCGGTTTTGACTGTACC

D283KFwd
D283KRev

CATTCTGCGTTACAAAACGGCGGACCC
GGGTCCGCCGTTTTGTAACGCAGAATG

D291KFwd
D291KRev

CGATCGAACCCAAAGCCGCAGACC
GGTCTGCGGCTTTGGGTTCGATCG

A293KFwd
A293KRev

GAACCCGACGCCAAAGACCCCACCAG
CTGGTGGGGTCTTTGGCGTCGGGTTC
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колу, описанному Pardo и соавт. [7] с некоторы-
ми изменениями. Катехол, ванильную кислоту,
галловую кислоту, феруловую кислоту и вани-
лин получили от “Sigma-Aldrich” (ФРГ). Исход-
ные 10 мM растворы готовили в 20%-ном этаноле
за исключением катехола, который растворяли в
воде. Реакции проводили в 96-луночных планше-
тах, добавляя 10 мкл концентрированного экс-
тракта лакказы, 180 мкл 100 мM ацетатного буфе-
ра pH 5.0 и 20 мкл исходного раствора субстрата в
лунку. Контрольную реакцию проводили в отсут-

ствие субстрата. Реакции проводили в двух повто-
рах для каждого варианта в планшетном ридере
(“Bio-Rad”, CША, Model 680) с каждым субстра-
том при подходящей длине волны (400‒450 нм).
Показания снимали после инкубации в течение 0,
0.5, 1, 2, 4, 6, 8 и 24 ч. Среднее значение ΔAbs на
1 мкг белка рассчитывали для каждого варианта и
нормировали по активности LAC3 дикого типа.
Относительную активность каждого варианта по
отношению к активности контрольной LAC3 рас-
считывали согласно следующей формуле [7]:

где ∆Abs ‒ изменение поглощения; ∆AbsX ‒ из-
менение поглощения в реакции мутанта с еди-
ничной заменой; ∆Abscontrol ‒ изменение погло-
щения в реакции LAC3 дикого типа; ∆Absblank ‒
изменение поглощения в реакции без фермента.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Дизайн и экспрессия вариантов UNIK лакказы

С целью получения единичных экспонирован-
ных функционализованных остатков лизина, ло-
кализованных на разных расстояниях от медных
сайтов T1 или T2/3, сначала анализировали 3D
модель поверхности фермента LAC3-K0. На по-
верхности K0 экспонированы 115 аминокислот-
ных остатков, остатки глицина и пролина мы не
рассматривали, чтобы избежать потенциально
крупных изменений структурно-функциональ-
ных отношений в молекуле белка. Из оставшихся
85 аминокислотных остатков с разной степенью
экспонированности растворителю для замены на
остаток лизина были отобраны семь в домене 2
(который содержит небольшое число консерва-
тивных остатков). Эти остатки локализованы на
разных расстояниях от медного сайта 1, из них
консервативным в лакказах является только Q238
(рис. 1). Расстояние от сайта мутации до T1 во
всех потенциальных вариантах UNIK LAC3 рас-
считывали на основе модели. Таким образом, на
первом этапе мы ввели остатки К, которые будут
находиться на расстоянии от 17.5 до 41 Å от T1
(табл. 1). В этой работе все варианты UNIK лак-
казы, экспрессируемые в S. cerevisiae в виде секре-
тируемых белков, обладали способностью окислять
гваякол, ABTS и выбранные субстраты (рис. S1
Приложения, см. Дополнительные материалы на
сайте http://www.molecbio.ru/downloads/2022/4/
supp_Arteaga-Castrejón_rus.pdf). Примечательно,
что спонтанные мутации, возникшие в ходе мутаге-
неза и приведшие к дополнительным заменам на
поверхности двух производных UNIK ‒ UNIK269
(D96N/V269K/T479A) и UNIK291 (A89S/D291K) ‒
без нарушения ферментативной активности.

Поэтому эти мутанты включили в исследование
и сравнили с соответствующими единичными
UNIK-мутантами. Биохимические свойства ва-
риантов анализировали с использованием гру-
бых супернатантов без дальнейшей очистки.
Активности нормировали по содержанию белка
(относительная удельная активность).

Определение кажущихся кинетических параметров

Кажущиеся кинетические параметры ( ,
 и ) получали путем подгонки кривой Vi =

= f([ABTS]) по уравнению Михаэлиса‒Ментен.
Величины  имели субмиллимолярные значе-
ния (≈0.3‒0.9 мM). Примечательно, что они на-
ходились в том же диапазоне, что и у контрольного
фермента ‒ 0.27‒0.30 у UNIK269 тройного мутанта.

Значения  были относительно близкими у раз-
ных вариантов за исключением мутантного вари-
анта V269K, у которого оно было немного выше ‒
в 1.5‒2 раза (табл. 2). С другой стороны, UNIK238 и

UNIKD96N/V269K/T479A имели сходные значения  ‒
30.25 и 32.24, соответственно, более высокие, чем
у остальных вариантов.

pH и температурная стабильность
Стабильность вариантов лакказы оценивали,

преинкубируя ферменты при разных температурах
или значениях рН и определяя остаточную актив-
ность окисления ABTS. Стабильность вариантов
оставалась постоянной в интервале pH 5.5‒7.5 с
ABTS в качестве субстрата и слегка увеличивалась
при pH 5.5 у большинства вариантов в отличие от
стабильности лакказы UNIK291, сниженной при-
мерно на 20% при pH 5.5 и 6.5. Показано, что LAC3-
K0 была более стабильной, чем мутантные вариан-
ты, причем стабильность увеличивалась на 53% при
pH 6.5 (рис. 2а). Обнаружено, что все варианты
остаются стабильными при температуре от 15 до
37°C; после 120 мин инкубации при 55°C сохраня-
ется от 63 до 75% исходной активности. Все вариан-

( ) ( ) ( ) ( )Δ − Δ Δ − Δ     X blank control blankX controlAbs Abs protein Abs Abs protein ,

app
maxV
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ты полностью инактивируются после продолжи-
тельной инкубации при 70°C (рис. 2б).

Влияние pH и температуры на активность лакказы

Самая высокая активность лакказы обнаруже-
на при кислых значениях pH 4.5 (рис. 3а). При бо-
лее высоких значениях pH активность лакказы во

всех случаях снижается почти до нуля (при pH 7.5
потеря активности достигает 98%). Активность
вариантов лакказы, достаточно стабильная в ин-
тервале 15‒55°C, резко снижается при температу-
ре выше 55°C у большинства вариантов. Напро-
тив, относительные активности K0-контроля и
варианта UNIKA89S/D291K оставались стабильными
до 70°C (рис. 3б).

Рис. 2. pH-стабильность (a) и температурная стабильность (б) вариантов лакказы. Все тесты проводили с 1 мM ABTS в ка-
честве субстрата. Удельную активность рассчитывали для каждого варианта и нормировали по активности LAC3.
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Tаблица 2. Кинетические параметры ферментативней активности вариантов LAC3 в концентрированном гру-
бом экстрактеa

a В качестве субстрата использовали ABTS в различных концентрациях. b Удельная активность.

Параметр K0 Q238K D254K V269K T270K D283K D291K A293K D96N/V269K/
T479A A89S/D291

SAb, U/мг
2.52 ± 
± 0.20

3.92 ± 
± 0.27

3.58 ± 
± 0.15

4.44 ± 
± 0.21

2.80 ± 
± 0.08

2.90 ± 
± 0.11

2.42 ± 
± 0.06

6.07 ± 
± 0.36 18.58 ± 0.27 21.02 ± 

± 0.24
Vmax, 
мкM/мин

5.54 ± 
± 0.27

4.55 ± 
± 0.18

5.24 ± 
± 0.10

8.22 ± 
± 0.29

2.85 ± 
± 0.075

2.96 ± 
± 0.10

2.98 ± 
± 0.09

3.94 ± 
± 0.06 11.98 ± 0.21 6.00 ±

± 0.07

KM, мМ 0.64 ± 
± 0.08

0.28 ± 
± 0.01

0.48 ± 
± 0.02

0.27 ± 
± 0.001

0.40 ± 
± 0.02

0.43 ± 
± 0.01

0.45 ± 
± 0.03

0.46 ± 
± 0.03 0.30 ± 0.004 0.81 ±

± 0.01
kcat, с‒1 16.7376 30.2539 11.8157 18.0768 3.7858 4.8349 5.5861 10.1747 32.3469 10.0784
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Окисление фенольных соединений

Лакказы грибов известны своей способностью
к окислению соединений, образующихся из лиг-
нина [23]. В качестве субстратов лакказ были вы-
браны пять фенольных соединений с разными хи-
мическими структурами (табл. 1S, см. Приложе-
ние). Окисление фенольных соединений изучали с
использованием концентрированных экстрактов
каждого варианта. Все варианты и контроль K0
сохраняют способность окислять все пять соеди-
нений (рис. 4). Относительные активности нор-
мировли по активности LAC3, определенной с
использованием каждого субстрата.

Обнаружено, что мутанты UNIK293 и
UNIKD96N/V269K/T479A наиболее активно окисляли
ванилин, тогда как UNIK238, UNIK269 и UNIK270

активнее других окисляли феруловую кислоту.
UNIK238 окисляет галловую кислоту в 1.4 раза луч-
ше, чем K0. Способность к окислению катехола по-
вышена у всех вариантов, особенно у UNIK238,
UNIK293 и UNIKD96N/V269K/T479A. Наконец, UNIK238
окисляет ванилиновую кислоту в 10 раз быстрее, чем
LAC3, что делает этот вариант наиболее эффектив-
ным для окисления тестируемых соединений.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Лакказы грибов являются “зелеными” катали-
заторами со значительным биотехнологическим
потенциалом во многих приложениях [9]. Недав-
но эти ферменты начали использовать для разра-
ботки гибридных NM. Ковалентное связывание
лакказ с поверхностью NM может придавать им

Рис. 3. Влияние pH и температуры на активность лакказы в концентрированном грубом экстракте при pH 3.5‒7.5 (a)
и температуре 25‒70°C (б). Все опыты проведены с использованием 1 мM ABTS в качестве субстрата.

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

0
3.5 4.5 5.5

pH
6.5 7.5

а

О
тн

. у
д.

 а
кт

., 
%

K0

Q238K

D254K

V269K

T270K

D283K

D291K

A293K

D96N/V269K/T479A

A89S/D291K

160

140

120

100

80

60

40

20

0
15 30 45

Т, °С
60 75

б

О
тн

. у
д.

 а
кт

., 
%

K0

Q238K

D254K

V269K

T270K

D283K

D291K

A293K

D96N/V269K/T479A

A89S/D291K



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 56  № 4  2022

РЕЛЕВАНТНОСТЬ ЭКСПОНИРОВАННЫХ НА ПОВЕРХНОСТИ ЛАККАЗЫ 659

новые свойства, еще не обнаруженные в природе,
а контролируемое направленное связывание фер-
мента с поверхностью NM может быть предпосыл-
кой к тонкой настройке эффективности гибридно-
го материала. Поэтому экспонируемая растворите-
лю поверхность молекулы каждого фермента
представляет собой требующий изучения ланд-
шафт для выявления горячих точек рациональной
функционализации остатками лизина, участвую-
щими в дальнейших реакциях сопряжения. В
этой работе нами использован фермент, лишен-
ный остатков лизина (K0), полученный из лакка-
зы LAC3 (содержит два природных остатка лизи-
на), продуцируемой штаммом Trametes sp. C30. K0
функционирует как платформа для введения но-
вых единичных остатков лизина в отобранные
сайты на поверхности фермента (рис. 1). На пер-
вом этапе семь из 85 экспонированных на поверх-
ности остатков, расположенных на разном рас-
стоянии от T1Cu, заместили остатками К. Все
уникальные производные UNIK, включая вари-
анты со спонтанными поверхностными замена-
ми, в дополнение к единственному остатку лизина,
остаются активными по отношению к набору ис-
пытанных субстратов, что свидетельствует о кон-
сервативности свойств sine qua non лакказ, которые
желательно сохранить консервативными. Близость
T1Cu к сайту функционализации может усиливать
положительный эффект после ковалентной иммо-
билизации лакказы, например, отмечено увеличе-
ние эффективности DET при контролируемой
ориентации фермента по отношению к материалу
электрода [18, 24]. Ковалентное связывание с по-

верхностью NM, происходящее при алкилирова-
нии остатков лизина, создает бимолекулярный
интерфейс, определяемый химической природой
материала и микроокружения экспонированных
на поверхности остатков вокруг точки функцио-
нализации.

Все варианты UNIK, сконструированные в ра-
боте, и два мутанта LAC3 с единичными остатками
лизина (UNIK157 и UNIK161), ранее охарактеризо-
ванные Robert и соавт. [18], имели сравнимую или
даже несколько повышенную активность, а также
сходную с LAC3 и K0 рН- и термостабильность
(рис. 3 и табл. 2). На первом этапе для исключе-
ния потери ферментативной активности мы
выбрали неконсервативные аминокислотные
остатки, включая спонтанные мутанты; кон-
сервативным у лакказ был только Q238 [25].

Все варианты UNIK сохранили способность
окислять все пять выбранных фенольных соедине-
ний в разной степени. Величина  у мутантов
Q238K (68%), V269K (69%), D96N/ V269K/T479A
(66%) была ниже, чем у LAC3. Величина kcat воз-
росла с 2.2 до 7 раз у большинства вариантов. Более
значительное повышение отмечено у UNIK238,
UNIK269 и UNIKD96N/V269K/T479A (табл. 2). Влияние
этих мутаций на KM и kcat соответствовало данным
Mollania и соавт. [26]. Из единичных мутантов са-
мую высокую каталитическую эффективность в
отношении всех исследованных субстратам имел
UNIK238, локализованный на расстоянии 17.5 Å от
T1. Таким образом, Q238 (консервативный у лак-

app
MK

Рис. 4. Значения относительной активности вариантов лакказы по отношению к разным фенольным соединениям,
использованным в качестве субстрата. Активность вариантов нормировали по активности LAC3.
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каз базидиомицетов) может критически влиять
на аффинность к субстрату, благодаря гибкости
боковой цепи лизина и увеличению локальной
гидрофобной сети. Более того, большинство ва-
риантов сохраняют способность окислять произ-
водные п-гидробензойной кислоты (галловая и
ванилиновая кислоты). Напротив, ванилин-п-гид-
роксибензальдегид эффективно окисляется вари-
антами UNIKD96N/V269K/T479A и UNIK293, тогда как
другие варианты были менее активными. С другой
стороны, UNIK238, UNIK293 и UNIKD96N/V269K/T479A
лучше окисляли катехол. Феруловая кислота, про-
изводное п-гидроксикоричной кислоты, хоро-
шо окислялась вариантами UNIK238, UNIK269 и
UNIK270. Эти результаты подтверждают предпо-
ложение Festa и соавт. [27], согласно которому
мутации, не затрагивающие каталитический
карман в лакказах, могут влиять на эффектив-
ность и стабильность фермента, хотя эти белки
содержат обширные высококонсервативные и
функционально важные районы. Относительная
удельная активность случайно полученного ва-
рианта UNIKD96N/V269K/T479A была заметно выше,
чем у единичного мутанта UNIK269. Дополни-
тельные замены поверхностных остатков D96N и
T479A, найденные в этом варианте, не сближены
пространственно с таргетной заменой V269K. Од-
нако из внимательного анализа нашей модели
следует, что положения 96 и 479 расположены
“лицом к лицу” в интерфейсе между капредок-
син-подобным доменом 1 и доменом 3. Поэтому
вполне вероятно, что эта новая комбинация ами-
нокислот (N96, A479) локально влияет на третич-
ную структуру лакказы на границе D1/D3 с ди-
станционным влиянием на окисление субстрата.
В целом, можно думать, что если мутантные сай-
ты не находятся в тесном контакте, то высока ве-
роятность аддитивного мутационного эффекта.
Напротив, если такие мутации контактируют, то
их вклад оказывается низким [28, 29]. Феноменом
аддитивности можно объяснить положительный
эффект, наблюдаемый у UNIKD96N/V269K/T479A, но
такой эффект отсутствует у варианта UNIKA89S/D291K.

Не обнаружено общей тенденции во взаимо-
связи между структурой субстрата и активностью
разных вариантов, а высокий редокс-потенциал
лакказы не всегда гарантирует более эффектив-
ное окисление субстрата [30]. Гидрофобное окру-
жение T1Cu является одной из главных биохимиче-
ских детерминант в модуляции редокс-потенциала
лакказ грибов, и введение даже более интенсивной
гидрофобной сети вблизи сайта T1Cu может приво-
дить к положительному эффекту. Редокс-потенци-
ал можно повысить без полной модификации ката-
литического кармана, поскольку подобная мо-
дификация может затруднить взаимодействие с
субстратом [31]. Такие элементы белка, как ло-
кальный заряд, HP и гликозильные остатки могут

вносить важный вклад в новый межмолекуляр-
ный интерфейс, образующийся после ковалент-
ного связывания NM и лакказы. Хорошо доку-
ментировано, что HP являются главными эле-
ментами, модулирующими лиганд-рецепторные
взаимодействия [32]. Распределение HP можно
рассматривать, вероятно, как главный фактор,
влияющий на интерфейс между лакказой и NM,
или интерфейс, образованный соседними моле-
кулами LAC3 на поверхности NM. Разные HP,
разбросанные по поверхности K0 (рис. S2, см.
Приложение), могут быть важными для дизайна
взаимодействующих областей в зависимости от
природы используемого NM. Отметим, что рас-
пределение остатков K, по-видимому, вносит
главный вклад в границы полярных/неполярных
поверхностей в разных HP [32, 33] и положительно
влияет на структурно-функциональные отноше-
ния в молекуле лакказы. Поэтому, помимо рацио-
нального выбора остатков лизина для функциона-
лизации (селективность реакции, распределение в
природном ферменте), наиболее целесообраз-
ным представляется использование этой специ-
фической аминокислоты, способной играть глав-
ную роль в дизайне гетерогенных интерфейсов.
Например, у варианта Q238K остатки, окружа-
ющие положение 238 (N211; S236; F240, P300,
рис. S3 Приложения, см. Дополнительные мате-
риалы на сайте http://www.molecbio.ru/downloads/
2022/4/supp_Arteaga-Castrejón_rus.pdf), формируют
bona fide HP, которые могут способствовать гидро-
фобному вкладу лизина и положительно влиять на
гидрофобный карман вблизи T1. Однако при пла-
нировании проведения функционализации необ-
ходимо тщательно изучать поведение каждого му-
танта, чтобы выяснить роль, которую играет HP.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Все варианты UNIK сохраняют такие фермента-

тивные свойства, как окислительная активность и
операционная стабильность. Таким образом, отно-
сительно большая область поверхности LAC3, экс-
понированная растворителю, по-видимому, мо-
жет оставаться толерантной к мутациям в разных
сайтах без драматического изменения структур-
но-функциональных отношений. Это поддержи-
вает представления о том, что лакказа может быть
функционализирована из любого положения на
поверхности, встроенной в редокс-структуру (мате-
риал электрода или комплекс переходного метал-
ла). По этой причине UNIK238, UNIK269 и UNIK270
можно использовать для последующего встраива-
ния электродов в ориентации, способствующей
DET к T1. С другой стороны, UNIK254, UNIK283,
UNIK291 или UNIK293 обеспечивают точку для за-
крепления на конце домена 2 и создают таким об-
разом возможность проверки противоположной
ориентации DET. Таким образом, для тонкой на-
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стройки взаимодействий между иммобилизован-
ной LAC3 и встроенным материалом необходимо
изучение множественных сайтов.
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RELEVANCE OF SURFACE-EXPOSED LYSINE RESIDUES DESIGNED
FOR FUNCTIONALIZATION OF LACCASE

A. A. Arteaga-Castrejón1, M. R. Trejo-Hernández1, Y. Mekmouche2, A. Amouric2,
P. Rousselot Pailley2, V. Robert2, T. Tron2, *, and F. Martínez-Morales1, **

1 Centro de Investigación en Biotecnología, Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, 62209  México
2 Centrale Marseille, CNRS, Aix Marseille Université, iSm2 UMR 7313,  Marseille, 13397 France

*е-mail: thierry.tron@univ-amu.fr

**е-mail: fernandomm@uaem.mx

Fungal laccases are oxidoreductases with low-substrate specificity. The characterization of laccase’s surface
is a prerequisite used to obtain hybrid catalysts with new properties. Surface-exposed lysine residues are tar-
gets in immovilization reactions. In this work, LAC3-K0, an enzyme devoid of lysine, was used as a platform
to detect potential surface-exposed sites suitable for replacement with a lysine residue. Seven sites were se-
lected from a LAC3-K0 3-D model, and single lysine mutants (UNIKn, n = residue number) were obtained
by site-directed mutagenesis. All mutants were expressed in Saccharomyces cerevisiae W303-1A and detected
as functional secreted proteins by their ability to oxidize guaiacol or 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-
6-sulfonic acid (ABTS) on agar plates. All variants were active at acidic pH but presented no activity at neutral
pH, as expected. Likewise, variants were stable a temperatures between 15‒55°C, and were completely inac-
tivated at 70°C. Oxidation assays revealed that the replacement of one or two surface residues greatly affected
enzyme activity and substrate selectivity regardless of the distance to the T1 site. The catalytic parameters

(  and ) determined with ABTS were found to be different among the variants; the  was 1.5‒2

fold higher in UNIK269 and triple mutant, with a  of 0.27 and 0.30 respectively;  was 30.25 in
UNIK238 and 32.34 in the triple mutant. The role of hydrophobic patches detected on the surface of LAC3-
K0 was determined to be a favorable factor to be considered in the interaction of hybrid materials. All variants
with a unique surface lysine created in this work could offer appropriate sites for a controlled orientation of
the laccase in the design of hybrid materials.

Keywords: laccase, oriented functionalization, site-directed mutagenesis, UNIK

app
MK app

catk app
maxV

app
MK app

catk



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


