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Ингибирование лакказы Б из Coriolus versicolor высокими 
концентрациями субстрата, и ионами хлора

(Представлено академиком АН Армянской (ДР Г. X. Бунятяном 27/XI 1973)

Для выяснения механизма деструкции древесины под действием 
разрушающих ее грибов необходимо подробное исследование фер 
ментов, участвующих в этих процессах. В ранее опубликованной работе 
(') мы сообщили о результатах сравнительного исследования дейст 
вин различных анионных ингибиторов на лакказу. В настоящей рабо 
те была сделана попытка более подробного исследования ингибирую
щего действия ионов хлора на лакказу Б.

Лакказу Б (ФК 1. 10. 3. 2. п-днфенол О2 оксидоредуктаза) и՛ 
грибов Coriolus versicolor (Fr.) Quel получали по методу Фаареза и 
Рейнаммара (а) с некоторыми модификациями (’). Некоторые штам
мы этого гриба способны продуцировать два изофермента лакказы 
(лакказа \ и лакказа Б), тогда как другие штаммы продуцируют 
только одни из этих изоферментов (3) В нашем распоряжении имелся 
штамм 4s (из микологического музея Ленинградской лесотехниче
ской Академии), который, как мы обнаружили, продуцирует только 
лакказу Б. В качестве субстрата использовали очищенный возгонкой 
пирокатехин. Активность фермента определяли спектрофотометриче
ски (*чп»»~410 льял), по накоплению продукта реакции.

Исследование зависимости скорости реакции от концентрации суб
страта проводили при концентрации фермента 2 • 10 ’ М. Концентра
цию субстрата изменяли от I до 1 • 1(1 »М (в 0.1 М фосфатном буфе 
ре, pH 6.0). Определение скоростей в таком широком диапазоне началь
ных концентраций субстрата позволило выявить кинетические особен 
ности этой ферментативной реакции. При высоких концентрациях суб
страта наблюдается ингибирование фермента, о чем свидетельствует 
наличие максимума в зависимости скорости реакции от логарифма 
концентрации субстрата (рис |.в) и увеличение обратной скорости при 
низких значениях 1 |S0| на графиках Лайнуивера-Берка (рис. 1,6)

Аналогичная сложная зависимость наблюдается также в присут
ствии хлорида. В опытах по ишибнроваиию ионами хлора инкубацию 
фермента с хлоридом (4 • 10 'М) приводили в фосфатном буфере, pH
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6,0. в отсутствие субстрата в течение 10 мин при 15вС. Субстрат к 
инкубационной смеси добавляли непосредственно перед измерениями 
Как видно из рис 2, график в координатах Лайнуивера-Берка содер
жит два прямолинейных участка (помимо участка ингибирования
фермента 
пределах

высокими концентрациями субстрата). Таким образом, н 
каждого из этих двух участков соблюдается уравнение Ми-

Рис, 1. Ингибирование лакказы субстратом
а-зависимость скорости реакции от отрицательного логарифма копцентраиин 
субстрата, б та же зависимость в координатах Лайнуивера-Берка (внутри дана 
развернутая но осн абсцнс часть кривой для низких значении 1 |S0| Значения 
скоростей (V) рассчитаны из величин оптических плотностей продукта при 410 

л/ и к и I гл/ кюветах

Рис. 2. Зтиснмость скорости реакции от кониентраинн субстрата и 
координатах Ланнунвсра-Берка н присутствии 4 ■ IO~J М КС1
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Хаэлнса-Ментен, однако характеризующие их кинопическне констаити 
1 максимальные скорости и константы Михаэлиса) различны. Соответ 
ствуюшие этим участкам значения максимальных скоростей (\'։ и \'2) 
и констант Михаэлиса (Кт, и Кт,) могут быть получены обычной 
экстраполяцией. Экстраполируя участок ингибирования фермента 
субстратом к оси ординат можно также получить значение «макси
мальной» скорости при бесконечно больших концентрациях субстрат.։

)• Полученные таким образом из графиков величины 
приведены в табл. I.

Наличие в полученном препарате только одного из изоферментов 
лакказы (лакказы Б) позволяет исключить предположение, что 
наблюдаемая сложная зависимость в координатах Лайнунвера-Берка 
обусловлена наличием в препарате двух ферментов (или изофермен
тов), обладающих лакказной активностью. Поэтому наблюдаемое от 
сугствие линейной зависимости должно быть объяснено на основе 
одного из следующих предположений, кооперативным взаимодействием 
между идентичными центрами, наличием в ферменте двух невзаимо
действующих центров (гетерогенностью активных центров) или нали
чием двух форм субстратов, способных реагировать с единственным 
центром. • ■

Однако, поскольку полученная зависимость в координатах Лайну- 
ивера-Берка имеет выраженный перегиб, поскольку не обнаруживается 
ь- образность в координатах «скорость—(концентрация субстрата», и 
так как формальные кинетические параметры, определенные для на 
чалыюго и конечного участков в присутствии хлорила свидетельству 
ют о различном изменении наклона этих участков в присутствии ин
гибитора, можно исключить предположение, что отклонение графиков 
Лайнуиве.ра-Берка от линейной зависимости обусловлено кооператив
ным взаимодействием между идентичными центрами. II если предпо
ложить. что в белке имеются два неидентичных и существенно невза
имодействующих центра, то полученные экстраполяцией отдельных 
участков кажущиеся кинетические параметры, приведенные в табл. I, 
характеризуют каждый из этих центров. Поскольку под влиянием хло
рида уменьшаются максимальные скорости для обоих центров, а вели
чина константы Михаэлиса увеличивается только для одного центра, 
механизм ингибирования этих центров хлоридом различен. Один из 
них ингибируется по «смешанному» типу, тогда как ингибирование 
другого является строго неконкурентным. Различный механизм 
ингибирования является некоторым подтвержденном предположения о 
наличии в молекуле лакказы Б двух типов центров. Однако для 
окончательного подтверждения этого предположения необходимо иссле
довать более широкий круг субстратов лакказы, включая одноэлек- 
тронные субстраты.

Полученные в последнее время данные ЭПР-исследований лакказы 
А и Б (<֊<|) свидетельствуют в пользу «гетерогенности» входящих 
в их состав атомов двухвалентной меди. Эш атомы характеризуются 
сигналами ЭПР. имеющими различные параметры. Имеется по крайней 
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мере три различных тина меди в белке. В связи с этим естественно 
предположить, что различные типы атомов меди входят в состав раз 
личных активных центров, иначе говоря, гетерогенность активных 
центров связана с гетерогеиениостью атомов меди.

Таблица I
Кажущиеся кинетические параметры лакказы, полученные формальной 

экстраполяцией отдельных участков сложной ыпнснмости в координатах 
Лайнуивера-Берка

Параметр В отсутствие ио
нон хлора

В присутствии 
ионон хлора

(4 . 10֊ З.М)Կտյ-֊ 0.16 0.015
V, 0.83 0.07' յ 0.28 0.02
Кт, Ы9 10-Հ\1 2.86 10-2М
Кт, 0.80 10 <М 0.80 10 з.М

Аналогичная сложная кинетическая зависимость обнаружена для 
церулоплазмина, медьсодержащей оксидазы из плазмы крови млекопи
тающих ( л1. ЭПР спектр этого белка также указывает на наличие 
трех типов атомов меди на молекулу фермента (5) Таким образом, 
для медьсодержащих оксидаз возникает общая задача: выявить, сколь
ко атомов меди и какого типа входит в состав каждого из активных 
центров.

Институт биохимии
Академии наук Армянской ССР
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Сог1о1иЧ УСГ$։СО 10Г-|1<| աոացւ|ած I* (ալազայի սւրՀ|1յ|ակւսմ*ը ширшпршиф 
I» шрА р 1|пЦдЬГ|шршд|ниГ|Ьрп|| և |Ч ’Ч1!1 |>ո1ւ 1ւհ|ւււվ

Փայտանյո։ք1 ր քայքայող սնկերի գործուն եո։ք!յունր պարդաբան ելո։ ւամտր 
անհրաւք եշա Լ ու սոէմնասիրել այղ քայքայմանր մ ասնակցող ֆերմենտներր։ 
Տվյալ աշխատանքում, շարունակելով արգելակիչների ազդեցության ուսումնա- 
սիրումր փայտի քայքայման պրոցեսին մ ասնակցող ֆերմենտի լակացա յի 
(ՖԿ 1.10.3.2 պ-ղիֆենոր Օշ օքս ի դո ո ե ղ ո ։ կ տ ա դա ) վրա, կատարվել են արգե
լակման մեխանիղմի ե ակտիվ կենտրոնի կաոուցվածքի ւդարդարանմ անր վե - 
րարերվող հետազոտություններ։ Տույց Լ տրված, որ յակադան ամենայն 
հավանականութ յամք ունի երկու ակտիվ կենտրոն, որոնցից մեկր արգելակ
վում Լ ոխաորս, իսկ մյուսր' ոչ մրցակցային ձևով։

Ստացված արղյունքներր կարելի է մեկնաբանել մէկ ուրիշ եղանակով 
ֆերմենտն ունի մեկ ակտիվ կենտրոն, իսկ սուբստրատի տարրեր կոնցենտ
րացիան երի համար ստացված Լայնուիվեր-Օերկի կոորդինատներում անոմալ 
կորերր բացատրվում են սուբստրատի երկու տարրեր վիճակներով, որոնք 
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աոաչանում են ֆերմ են տ ա տիվ ռեակցիա յի րն[1 արբում է Ա (թ ե րն տ տ իվն ե ր ի մեք 
րնտրո< ք1 յուն կատարելու Համար անհրաժեշտ է կատարեք չբարուրի* փորձեր 
մեկ Լյեկտրոնա յին սուբստրատների հեսս Առայժմ նախտէպատվութ յունր տրր. 
վում Լ երկկենտրոն ֆերմեն տին, քանի որ ԷՊՌ հետազոտություններով !)ո*յ*] Լ 
տված, որ [ա կա պայի կապմամ պտնվոպ ս/պնձի ատ ոմն երն Ունեն տարրեր շրքա- 
ւպ ատ Ոէ մ ։
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