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Abstract: Multicopper oxidases (MCOs) are a large family of blue copper proteins which contain from one to six copper atoms per molecule.
Their catalytic centre consists of three domains which involve type I Cu, type II Cu and a pair of type III Cu’s. They include laccases, ferro-
xidases, ascorbate oxidase, bilirubin oxidase, laccase-like multicopper oxidases. MCOs are capable of one-electron oxidizing of aromatic as
well as non-aromatic compounds with a concomitant four-electron reduction of molecular oxygen to water. These properties make them
a valuable tool in various industries (e.g. food, textile, pharmaceutical) medicine or environment protection.

1. Introduction. 2. Multicopper oxidases — classification, structure and properties. 3. Identification methods of MCOs. 4. Laccases vs. others
MCOs. 5. Application of multicopper oxidases. 6. Summary

CHARAKTERYSTYKA I KIERUNKI WYKORZYSTANIA ENZYMOW
Z GRUPY WIELOMIEDZIOWYCH OKSYDAZ

Streszczenie: Wielomiedziowe oksydazy (MCO) stanowia duza rodzing niebieskich bialek, a ich centrum katalityczne sktada si¢ z trzech
domen: typu 1 Cu, typu II Cu oraz pary typu III Cu. Wéréd MCO wyrdznia si¢ lakazy, ferroksydazy, oksydazy askorbinianowe, oksy-
dazy bilirubinowe oraz lakazopodobne wielomiedziowe oksydazy. Wielomiedziowe oksydazy katalizujg reakcje utleniania aromatycznych
jak i niearomatycznych zwiazkoéw z jednoczesng redukeja tlenu czasteczkowego do wody. Wlasciwodci te czynia je cennym narzedziem
w wielu gafeziach przemystu i ochronie srodowiska.

1. Wprowadzenie. 2. Wielomiedziowe oksydazy — klasyfikacja, struktura i wlasciwosci. 3. Metody identyfikacji enzyméw z rodziny MCO.

4. Lakazy vs. inne MCO. 5. Zastosowanie wielomiedziowych oksydaz. 6. Podsumowanie
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1. Introduction

Multicopper Oxidases, MCO are a family of enzy-
mes that catalyse oxidation reactions of a substrate with
simultaneous reduction of molecular oxygen to water.
The universal catalytic centre is responsible for these
reactions for all MCOs, composed of 4 or more copper
atoms which form T1, T2 types and diatomic T3 types.
Although the structure of the catalytic centre of most
enzymes classified as MCO is similar, their biological
functions and catalytic properties may be completely
different.

So far (according to the UniProt database) circa
50 thousand various enzymes characterized by the
presence of a catalytic centre typical of MCO and the
ability to oxidize organic and inorganic compounds
have been recognised. Many researchers have sought
to analyse the characteristics on the basis of which it is
possible to properly classify a newly identified enzyme

which displays MCO properties. However, this pro-
blem still seems to be unresolved for most MCOs due
to the highly similar properties of most substrates and
considerable homology of amino acid sequences (espe-
cially within the catalytic centre). The most commonly
described MCOs include laccases (especially from fungi
belonging to the Basidiomycota division), and so-called
Laccase-like Multicopper Oxidases (LMCO), ascorbate
oxidase (mainly described in higher plants), bilirubin
oxidase (e.g. Myrothecium verrucaria), some fungal
pigments and ferroxidases (e.g. Fet3p of Saccharomyces
cerevisiae yeasts) [12, 26, 44].

The very high oxidation-reducing potential of MCOs
and the diversity of reactions they catalyse have cau-
sed these enzymes to become highly popular among
researchers worldwide and offer many possibilities of
application. MCOs are relatively stable enzymes, easy
to separate from a culture and purify, which, combi-
ned with their low substrate specificity, makes them
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a valuable tool in drug production processes [5], elimi-
nation of phenolic compounds from alcohol products
[13], dye synthesis [19], degradation and decolorization
of wood pulp [93] or detoxification of xenobiotics [40].
It is mainly laccases and laccase-like enzymes that have
attracted the attention of both the scientific commu-
nity and industry [40, 93, 94]. Little attention has been
devoted so far to other groups of MCO enzymes, which,
although relatively less widespread in the natural envi-
ronment, are an equally interesting object of research
and offer a possibility of practical application.

2. Multicopper oxidases - classification, structure
and properties

A common feature of all enzymes included in the
MCO family is the presence of a catalytic centre compo-
sed of at least four copper atoms divided - on account
of their spectroscopic and magnetic properties — into
three types: T1 and T2 types — containing one copper
atom and the diatomic T3 type [67]. Type T1 gives the
enzyme molecule a blue colouring and exhibits intense
light absorption at a wavelength of 610 nm, resulting
from a covalent copper-cysteine bond. In turn the
T2 type is colourless and, similarly to the T1 type,
detectable by means of electroparamagnetic resonance
spectroscopy (EPR). The T3 type does not exhibit acti-
vity in EPR spectroscopy as a result of antiferroma-
gnetic coupling of copper atoms. However, it is distin-
guished by a light absorption band at a wavelength of
330 nm [9] (Fig. 1).
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Fig. 1. Model of the catalytic cluster of MCO.

4 substrates

In the T1 centre, where the substrate undergoes
oxidation, the copper atom is bound to two histidine
residues and one cysteine forming a distorted trigonal
pyramid structure. The His-Cys-His sequence mentio-
ned, which is characteristic of MCO, links T1 with T3.
Sometimes the fourth amino acid residue, with weaker
binding (most commonly methionine, leucine or phe-
nylalanine), may occur in an axial position, which
affects the oxidoreduction potential of the enzyme,
stabilizes it and regulates its activity. The copper atom
of T2 type and two atoms of T3 type, located in close
proximity, are coordinated by the so-called interdomain
copper binding sites, composed of 2 and 6 histidine
residues respectively, and forming a triatomic copper
cluster (known as Trinuclear Cu Cluster, TNC). It is
a structure unique for the MCO family and is the place
where binding and the four-electron reduction of mole-
cular oxygen into water occurs [76].

The majority of MCOs contains about 500 amino
acid residues and adopts the 3-sheet layout in its secon-
dary structure, shaped into the characteristic motif of
the Greek Key [32, 43]. Typically, an MCO molecule
consists of three domains formed in this manner. The
T1 copper centre is located in domain 3 (blue copper-
-binding domain), and the T2/T3 triatomic copper
cluster is located at the interface between domains 1
and 3, which is farther away from the protein surface
compared to domain 3. However, apart from the three-
-domain MCOs, proteins possessing two or six domains
have also been characterized [61].

The MCO catalytic mechanism includes (1) the
reduction of the T1 Cu site by capturing an electron
from the oxidized substrate, (2) transferring the elec-
tron from the T1 site to the TNC and (3) reduction of
O, with formation of two water molecules (Fig. 2).

MCOs oxidize a wide spectrum of substrates, such
as phenol, methoxyphenol, aromatic amines, multi-aro-
matic compounds, metal ions [39, 51]. MCO-cataly-
sed reactions may occur directly (reactions of simple
phenolic compound oxidation) or in the presence of
a compound called a mediator, which mediates the
transfer of electrons from the substrate to the active
enzyme centre (Fig. 3). If direct oxidation of the phe-
nolic substrate leads to the formation of its reactive

4 substrate radicals
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Fig. 2. Schematic of the catalytic mechanism of laccase.
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Fig 3. Mechanisms of reactions catalyzed by MCO.

I - reactions occurring directly, II - reactions occurring in the presence of a mediator, III - coupling reactions
[Polak i Jarosz-Wilkotaka [66], modified].

and unstable radicals, these may, in the process of non-
-enzymatic, spontaneous coupling reactions combine to
form dimers, oligomers or polymers [66].

MCOs are a very diverse group of enzymes pro-
duced by both prokaryotic organisms and Eukaryota,
and are characterized by various, not yet fully under-
stood, biological functions. Although all MCOs exhibit
the capability for oxidizing aromatic compounds, two
functional classes can be distinguished among them
[86]. The first one is the enzymes that oxidize orga-
nic substrates more readily than metal ions. The group
consists mainly of laccases and laccase-like enzymes.
The latter, in turn, oxidize metal ions, such as Fe (II),
Cu (I) and/or Mn (II), with higher efficiency, compared
to organic substrates. The latter enzymes are referred to
as metal oxidases, and the most common ones among
them are human ceruloplasmin (Cp) and yeast ferroxi-
dase (Fet3p) [53]. The MCO division is not permanent

and systematic, as there are no clear criteria for classi-
fication. For example, according to Hoegger et al. [26]
multicopper oxidases form 10 enzyme groups: Basidio-
mycota laccases, Ascomycota laccases, insect laccases,
MCO fungal pigments, fungal ferroxidases, plant and
fungal ascorbate oxidases, plant-like enzymes like lac-
case, cooper resistance proteins (CopA), bilirubin oxi-
dases and copper efflux proteins (CueO) (Table I). In
turn, Sirim et al. [83] distinguished within the MCO
family: laccases, ferroxidases, ascorbate oxidases (AO)
and bilirubin oxidases (BOD). After integration of
the sequence data and MCO structures, the Laccase
Engineering Database (LccED) was constructed (https:
/lcced.biocatnet.de/). Currently, the database contains
16 MCO superfamilies containing over 14,000 amino
acid sequences of 10,415 various proteins (Tab.I).

The identification of laccases from among multi-
-copper oxidases has remained ambiguous so far. Reiss

Table I
Classification of multicopper oxidases
Group of MCOs Microorganism Enzyme characteristic References
Basidomycota laccases Trametes pubescens pH 3-4.5; DMP, syringaldazine [21]
Ascomycota MCOs Aspergillus niger pH 5-6; DMPPDA [90]
Insects laccases Anopheles gambiae pH 6; ABTS [46]
Fungal pigments MCOs Aspergillus niger pH 5; DMPPDA [90]
Fungal ferroxidases (Fet3p) Saccharomyces cerevisiae pH 5; p-phenylendiamine [86]
Ascorbate oxidases Brassica oleracea var. italica | pH 7 ascorbic acid solution [80]
Plants laccases Rhus vernicifera pH 9; syringaldazine [96]
Bilirubin oxidases Myrothecium verrucaria pH 8; syringaldazine [96]
Copper efflux proteins (CueO) Escherichia coli pH 6.5; DMP [72]
Bacterial laccases (CotA) Bacillus subtilis T % in 80°C after 2-4 h [61]
Copper-resistance proteins (CopA) | Pseudomonas syringae pH 5; DMP [84]

MCO classification according to Hoegger et al. [26] with characteristic of enzymes and examples of organisms producing them
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etal. [71] proposed using the term “laccase” only for the
enzyme isolated from the sap of Rhus vernicifera tree
and introducing the term “laccase-like multi-copper
oxidases” (LMCO) to account for the potential diffe-
rences in their biological functions and biochemical
features. In addition, Brander etal. [6] state that the
term “laccases” was originally used in relation to plant-
-origin multicopper oxidases possessing three domains.
Thssen etal. [30] recommends classifying as laccases
only those MCOs that have been isolated with urushiol
- unsaturated alkyl catechol. The classification of enzy-
mes in the MCO family is complex due to their broad
substrate specificity, however, detailed biochemical
characterization is necessary in order to organize the
divisions proposed by the researchers. The division of
MCOs is not permanent and systematic, as there are
no clear criteria for classification. The division accep-
ted by Hoegger et al. seems to be the most appropriate
[26], however, due to slightly different biochemical pro-
perties and not fully specified biological functions, it
seems reasonable to distinguish among the MCO also
the group of laccase-like LMCO enzymes.

3. Identification methods of MCOs

Until recently, the identification of enzymes inclu-
ded in the MCO was based mainly on the characteri-
stics of their biochemical features and catalytic abilities.
MCO interactions with substrates can be broadly divi-
ded into two categories and one can distinguish enzy-

mes with low substrate specificity and enzymes with
high specificity. The plant and fungal laccases belong
to the first category and they can oxidize diphenols,
aryl amines and aminophenols, and their Km values are
generally within the range of 1-10 mM. The remaining
MCOs have a significant degree of substrate specificity
(Km <1mM) [85].

Some substances such as guaiacol, diammonium
salt of 2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid) (ABTS), 2,6-dimethoxyphenol (DMP) and cate-
chol have long been termed model laccase substrates
[71]. However, it turned out that many of them are also
oxidized by other enzymes from the MCO group, e.g.
LMCO or bilirubin oxidases. Syringaldazine used to be
considered to be a specific laccase substrate [64]. Syrin-
galdazine and ABTS can be converted by MnP or LiP.
However, the oxidation which depends on H,0, allows
for distinguishing these enzymes from MCO. MCO can
also be distinguished from MnP using the leucober-
belin blue dye test. This compound reacts specifically
with manganese ions released by MnP, resulting in the
emergence of blue colour exhibiting the maximum
absorption of light at the wavelength of 620 nm [18].
Figure 4 presents a scheme for the identification and
differentiation of laccases from other ligninolitic enzy-
mes proposed by Fernandes et al. [18].

While the ability to oxidize specific substrates allows
one to quickly determine the activity of a given enzyme
from the MCO group, in the era of the development of
highly advanced molecular techniques, it should not be
the only method of identification and characterization

Putative laccase

syringaldazine
syringaldazine + dihydroxyphenylalanine
in the presence of H,0, yaroxypheny’
tyrosine leukoberbelin blue tyrosine other
enzyme
9 | Q e 0 class
other substrates: possibly possibly possibly phenol
ABTS tyrosine 6 laccase oxidase
DMP ’
DOPA veratryl o posmbly
catechol alkohol lignin peroxidase
other atypical Q Q
enzyme laccase possibly possibly
class versatile Mn peroxidase
peroxidase

Fig. 4. The proposed scheme for the differentiation of laccases from other ligninolitic enzymes.

According to Fernandes et al. [18], modified.
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of the newly recognized protein. The development of
omics techniques, such as genomics, transcriptomics
and proteomics has contributed to determining the
genes responsible for encoding enzymes, studying their
expression at the level of the transcriptome and quan-
titative and qualitative analysis of the MCO against the
background of other proteins in the body. Perry et al.
[65] was the first to identify two genes encoding lacca-
ses Agaricus bisporus and found that these enzymes may
exist as isoforms and be encoded by multigene gene
families. Hence, hundreds of genes encoding MCO have
been identified in both fungi and bacteria. The pre-
sence of many genes encoding enzyme isoforms in one
strain may indicate the involvement of these enzymes
in various physiological processes. The confirmation of
this hypothesis may be the fact that individual enzyme
isoforms often differ in substrate specificity and their
activity may be different in different pH or temperature
variants. Some of them have a constitutive character,
and some may be induced, for example, by aromatic
compounds or copper ions. Genomic and proteomic
techniques have made it possible to identify consen-
sus sequences for MCOs which distinguish them from
other enzymes. These sequences contain four (L1, L2,
L3, L4) contiguous fragments of copper-binding amino
acid residues, whose degree of similarity, depending on
the organism from which the enzyme is derived, can
range from 75 to 85%. The L2 and L4 regions allow the
enzyme to be classified as MCO, whereas the L1 and
L3 sequences indicate the subgroup of the enzyme [23].

4. Laccases vs. others MCOs

Among the microbial MCOs, laccases constitute the
most studied and described group, being also the most
numerous one. These are three-domain MCOs which
were isolated for the first time by H. Yoshid in 1883
from resin from the Rhus vernicifera tree. Plant lacca-
ses, owing to the dehydrogenation mechanisms, play an
important role in the polymerization of lignin-forming
phenolic compounds, regeneration of damaged tissues
and iron oxidation by converting Fe (II) to Fe (III) [15].
Although according to some researchers, the term lac-
case should be reserved exclusively for enzymes obta-
ined from plants, also other three-domain MCOs, e.g.
of microbial origin, are called laccase if only they exhi-
bit the ability to oxidize aromatic compounds [61].

Laccases of fungal origin most often occur in the
form of several monomers which oligomerize and
then form multimeric complexes. The average mole-
cular weight of the monomer ranges from about 50
to 110 kDa. An important feature of fungal laccases is
a carbohydrate group with covalent binding, usually
constituting 10 to 45% of the total enzyme molecule and

consisting mainly of mannose, N-acetylglucosamine and
galactose. All these features protect fungal laccases aga-
inst proteolysis, high temperatures, extremely high or
low pH values and other unfavourable factors [15, 74].
Among the fungi capable of the biosynthesis of lac-
cases, the most numerous groups are those from the
Basidiomycota division, e.g. Lentinus tigrinus, Agaricus
bisporus, Trametes versicolor [82]. Amongst them, there
occur quite often the so-called fungi of white wood
rot, incl. strains of the species Phlebia radiate, Pleuro-
tus ostreatus, Phanerochaete chrysosporium, Cerrena
unicolor [87]. The synthesis of these enzymes has also
been described in the fungi belonging to the Ascomy-
cota division, e.g. Aspergillus niger, A. oryzae, Neuro-
spora sp., Trichoderma atroviride and T. harzianum
[87]. In fungi, laccases are involved in the processes of
morphogenesis, lignin degradation and defence reac-
tions to stress. These enzymes produced by saprophytic
and mycorrhizal fungi are involved in the circulation
of organic matter in the soil by degrading plant litter
polymers or the formation of humic compounds [26].
Bacterial laccases have been identified in the cultures
of strains including Azospirillum lipoferum, Escherichia
coli, Bacillus subtilis and several species of Streptomyce-
tes [7]. They were also described in Anabaena azollae
cyanobacteria. Bacterial laccases are characterized by
greater activity and stability than fungal enzymes at
high temperatures, at alkaline pH and in the presence
of high concentrations of chlorine and copper ions [15].
Both phenol and non-phenol substrates can undergo
laccase-mediated catalytic reactions. In the case of
molecules with high redox potential and with large size
particles, which are not able to independently penetrate
into the active enzyme centre, the action of the so called
mediators is indispensable. They are organic compounds
of low molecular weight which, when oxidized by lac-
case, form highly active cationic radicals capable of oxi-
dising non-phenolic compounds. The most commonly
used synthetic mediators are ABTS, hydroxyanthranilic
acid (HAA), hydroxybenzotriazole (HBT) and hydroxy-
phthalimide (NPI). Natural mediators such as vanillin
and syringaldehyde also have a similar effect [66].
Laccase-like multicopper oxidases (LMCO), similar
to laccases, catalyse the oxidation of various substrates
combined with the reduction of the O, molecule to two
molecules of H,O. Their biological functions are simi-
lar to the role of laccases, but not all of them have yet
been recognized. LMCO have been described in many
bacteria and fungi. The average molecular weight of
LMCO is in the range of 51-66 kDa, while the num-
ber of amino acid sequences of enzymes is 470-600 aa.
LMCO of Streptomyces bacterium have also been
described, whose molecular mass is 32.6 kDa, and the
amino acid sequence length is 297 aa. LMCOs of gram-
-negative bacteria differ from all other LMCOs through
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the presence of proline between the two histidines and
the additional histidine in the second position after
the HXH motif. LMCOs of bacterial origin are con-
sidered to be more effective in the decomposition of
organic compounds than fungal LMCOs. On the other
hand, fungal LMCOs have a wider substrate range than
LMCOs from gram-negative bacteria [49].

The optimum pH value for LMCO activity is not the
same because it depends on the substrate used for its
measurement [49]. For example, three types of LMCO
originating from Aspergillus niger: McoA, McoB and
McoG were purified and characterized for their bio-
catalytic potential. All three enzymes were monomers
with molecular weights in the range of 80 to 110 kDa.
The highest McoA activity was observed in the pH 5.0
environment, while pH 6.0 was optimal for McoB and
McoG. Additionally, McoA and McoB oxidized DMP-
PDA (N, N-dimethyl-p-phenylenediamine) in a wider
pH range than McoG [89]. The LMCO isolated from
Myrothecium roridum showed activity of both MCO
and bilirubin oxidase [35].

Bilirubin oxidase is a thermostable enzyme conta-
ining a disulphide bond. BOD catalyses the oxidation
of tetrapyrroles, e.g. bilirubin to biliverdin as well as
diphenols or aryl diamines with simultaneous reduc-
tion of four oxygen atoms to water [10]. This enzyme
was discovered in the non-ligninolytic fungus Myrothe-
cium verrucaria MT-1 in 1981 by Noriaki Tanaka and
Sawao Murao. Unlike laccases, BODs are characterized
by higher activity and stability at neutral pH and high
temperature, however not higher than 60°C. They are
also characterised by high tolerance to chloride anions
and other chelators [52]. For example, bilirubin oxidase
isolated from Myrothecium verrucaria (MvBOD) exhi-
bited the highest catalytic activity in the temperature
range of 30-60°C and pH from 7 to 8.5. However, in
solutions with pH above 9, a decrease in BOD catalytic
activity by as much as 50% has been observed [91].

Ascorbate oxidase catalyses the oxidation of ascor-
bate to dehydroascorbic acid with formation of H,O
in the presence of oxygen. It has been isolated from
higher plants, in which it occurs in the largest amount
in the cell wall and is involved in their growth [80, 85].
Ascorbate oxidase also participates in defence reactions
by modifying the apoplastic space [26]. Its activity and
expression are induced by auxin and light, which sug-
gests that it is involved in signal transduction [95]. AO
has also been described in microorganisms, including
Myrothecium verrucaria, Aerobacter aerogenes, Acremo-
nium sp. HI-25 [60, 80]. In contrast to laccases which
act as monomers, it is necessary to create a homodimer
structure for proper functioning of the AO. Such a pro-
tein structure also performs stabilizing functions [61].

The copper efflux oxidase (CueO), which is pre-
sent in periplasm in E. coli, may oxidize p-phenylene-

diamine and 2,6-dimethoxyphenol. Like some other
three-domain MCOs, it possesses ferroxidase activity.
As a result, the enzyme not only protects the cell against
the adverse effects of copper ions (through the oxida-
tion of Cu* to less harmful Cu?*), but also participates in
iron homeostasis. CueO has been shown to oxidize the
catechol groups of 2,3-dihydroxybenzoic acid, which is
a precursor of enterobactin [24]. CueO has a structure
similar to laccase and AO, but the conformation of the
TNC makes it different from other MCOs. In addition,
within the third domain, CueO contains methionine-
-rich regions which act as a copper ion sensor, in the
presence of which the enzyme activity increases signi-
ficantly [61, 72].

Another bacterial MCO is the copper resistance
protein (CopA), consisting of three domains, described
in Pseudomonas syringae or Xanthomonas campestris
[26]. The activity of this enzyme was determined based
on the ability to oxidize 2,6-dimethoxyphenol [84]. As
reported by Nakamura and Go [61], in aerobic condi-
tions CopA and CueO control copper metabolism by
exporting the excess of Cu (I) from the cytoplasm and
oxidation to Cu (II), which is less toxic.

The B. subtilis strain is capable of producing a ther-
mostable protein - CotA, which coats endospores.
CotA consists of more than 30 types of polypeptides
and is resistant to both physical and chemical factors. It
results from the function it performs, namely the pro-
duction of melanin pigment, which protects against
UV radiation and hydrogen peroxide [17, 29]. In addi-
tion, the protein is highly stable because the half-life of
activity at 80°C was determined to be 2-4 hours [61].
According to Rajeswari [69], CotA laccase is similar to
CueO in E. coli based on the construction of the cata-
lytic centre, however, the cross-domain loop possesses
sites at which allow for tighter packaging, which impro-
ves the stability of the entire structure and increases
thermostability [61]. According to Enguit et al. [16],
this segment contains only 4 of the 46 proline residues
constituting the entire CotA. Therefore, it may suggest
that the proline content both determines the thermo-
stability of the protein and significantly increases it in
combination with increased packaging [16].

MCO fungal pigments, found mainly in Ascomy-
cota, including Aspergillus nidulans [90] are responsible
for the oxidation of dihydroxyphenylalanine (DOPA)
to dopaquinone along the melanin synthesis pathway.
These enzymes differ significantly from other MCOs
in the construction of the S2 region [44]. They oxidize
typical laccase substrates, among others p-phenylene-
diamine, pyrogallol, gallic acid or ABTS [89].

MCO includes also ferroxidases, characterized by
affinity to Fe (II), which is not shown by other multi-
copper oxidases. The most frequently described ferro-
xidases are the plasma membrane protein of Saccha-
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romyces cerevisiae (Fet3p) and human ceruloplasmin
(hCp) consisting of six domains. Based on X-ray exa-
mination of the crystal structure of ceruloplasmin, it
was established that in the second, fourth and sixth
domains there occurs a copper binding site, while the
tirst and sixth domain divide the tri-nuclear, inter-
-domain copper binding site to form a pseudosymme-
tric C3 structure [61]. Cp exhibits the ability to oxidize
aromatic diamines and other aromatic compounds [85].
Ferroxidases play an important role in iron homeosta-
sis in yeasts and mammals [86]. Fet3p participates in
the Fe (II) transport system with high affinity in yeast.
Initially, Fe (III) is reduced to Fe (II) by ferroxidase,
after which it is transported in the cell. Fet3p performs
a protective role by suppressing the cytotoxic action of
copper and iron [26, 85].

Another example of MCO is SLAC, a two-domain
multicopper oxidase described in Streptomyces coeli-
color, which exhibits the ability to oxidize aromatic
and non-aromatic compounds containing amino and
hydroxyl groups. Due to the similarity of the sequence
to fungal laccases, but also smaller size, this enzyme
has been defined as a small laccase. On the basis of the
comparative analysis of protein sequences, the simila-
rity of SLAC and other laccases in the position of metal
ligands has been established. However, the occurrence
of 24 histidine residues in the SLAC sequence has been
established, which may indicate its role in binding the
excess of intracellular copper ions in order to transfer
them during export through the TAT secretory system
[50]. SLAC is characterized by resistance to reducing
compounds and thermal stability. In addition, this
enzyme exhibits the highest activity in the environment
with pH 9 [11, 50]. Owing to these features, SLAC have
found their application in the pulp and paper industry
for dye decolorization [11].

5. Application of multicopper oxidases

On account of the ability to oxidize many substra-
tes, extracellular character and fairly high stability in
a wide range of pH and temperatures, the MCO enzy-
mes are characterized by a high application potential.
So far enzymes from this group have found application
in environmental protection, medicine, pharmaceutical
industry, cosmetics and in the food industry. Laccases
and laccase-like enzymes, which are the most common
and characterized MCO group, are mainly used as bio-
catalysts in the synthesis reactions of new compounds,
detection, biotransformation and biodegradation of
toxic impurities (Table II).

MCO enzymes have been applied in many areas of
the food industry, like baking, vegetable and fruit pro-
cessing, winemaking and brewing. The bakery industry

commonly uses laccases to improve bread structure,
as well as the flavour and durability of pastries [73].
However, it has been proven that other MCOs, such as
bilirubin oxidase, can be used to cross-link biopolymers
by improving the physicochemical properties of food
products [98]. The process increases the durability and
stability of dough, at the same time reducing its visco-
sity. This effect was noted especially when using lower
quality flour [51]. MCO is used, e.g., for cross-linking
arabinoxylans so that the created network of transverse
polymer bonds has a positive effect on crumb and cru-
stiness of bread [40]. Laccases can be used instead of
physical adsorbents like SO, to eliminate undesirable
phenol derivatives, causing darkening and clouding of
fruit juices, beers and wines [13, 40]. New reports have
appeared lately, indicating the possible use of MCOs
isolated from cultures of lactic acid fermentation bac-
teria, among others for removing biogenic amines from
wine and some oriental cuisine products [2, 8, 25]. The
use of MCO in the food industry is quite common. Pre-
parations available on the market, such as Falouvorstar,
Suberase or LACCASE Y120, which are based on lac-
case activity, are successfully used in brewing, produc-
tion of corks for the wine industry and improvement
of the colour values of food products [40].

Enzymes from the MCO group are used as bioca-
talysts in the reactions yielding many active substances
which are components in the composition of household
chemistry, body care products and medicines characte-
rized by antimicrobial and antioxidant activity [79, 93].
Such activity is exhibited by molecular iodine (I,), whose
preparation through oxidising I"has been described for
MCOs isolated from the culture of Alphaproteobacte-
rium sp. Q-1 and Roseovarius sp. A-2 [81, 88]. Strong
antifungal activity has also been proven for iodinated
phenolic compounds obtained in the reaction cataly-
sed by laccase [31, 78]. Laccases are also successfully
used as biocatalysts in the synthesis of drugs, among
others -lactam antibiotics and anti-cancer agents, e.g.
vinblastines or mitomycin [45, 56]. Since 2006, when
antiproliferative activity of laccase was demonstrated for
the first time, intensive research has been conducted
on the use of this enzyme as an anti-cancer agent [92].
The ability to inhibit cell division of breast, liver, colon
and prostate cancer has been proven for laccases from
various species of basidiomycetes [68, 70]. The applica-
tion of laccase manufactured by Cerena unicolor in the
treatment of blood and cervical cancer has been demon-
strated and covered by patent protection [37, 54]. This
enzyme, added in the right concentration, had a strong
cytotoxic effect on cervical cancer cells of the SiHa and
CaSki line and did not affect adversely the fibroblast
cells constituting the reference system [59]. The same
enzyme exerted pro-apoptotic action on blood cancer
cells of Jurkat and RPMI 8226 lines [55]. MCOs may
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also have antiviral effects. Lentinus tigrinus, a fungal
laccase, inhibits the activity of HIV-1 reverse transcrip-
tase, without which the virus is unable to transcribe
genetic material from RNA to DNA [96].

MCOs can be used for analytical purposes, inclu-
ding biological, enzymatic and immunochemical tests
[94]. Laccase is used to detect the presence of mor-
phine [5]. In turn, bilirubin oxidase-based (BOD)
biosensors, designed in order to precisely determine
the level of bilirubin, whose excessively high concen-
tration in human serum is lethal, are characterized by
high sensitivity and efficacy [28]. Furthermore, biliru-
bin and ascorbate oxidases have been used for clini-
cal trials aimed at eliminating the effect of ascorbate,
which adversely affected the liver [76]. The MCO cata-
lytic activity, which is accompanied by the reduction of
oxygen to water molecules, is used to obtain electrons,
i.e. the driving force of biocells [52, 77].

In the cosmetics industry laccase is used for the pro-
duction of dyes and can be used in non-toxic hair dyes
instead of the oxidizing agent - hydrogen peroxide [4].
Such preparations are more convenient to use and less
irritating to the organism due to the replacement of
the oxidizing agent, which weakens hair and destroys
their structure [13]. Moreover, laccases can be used in
skin lightening preparations by reducing the content
of melanin [40].

Biosynthesis of dyes using laccase is an environ-
mentally friendly alternative to chemical synthesis
of textile dyes and allows for reducing process costs.
Substances obtained in this way are characterized by
a wide range of colours and durability comparable to
synthetic dyes [33]. On the other hand, these enzymes
can also be used for decolorization of fabrics (e.g. jeans)
or transforming dye precursors into their active forms,
increasing the efficiency of the dyeing process [66]. This
allows for limiting the application of chemical bleaches
and is particularly useful for fabrics sensitive to chemi-
cal compounds [94].

Due to the ability to remove toxic phenols formed
during the degradation of lignin, laccase participates in
the reactions of its depolymerization [93]. In addition,
these enzymes may be useful in the modification of cel-
lulose fibres [40]. In order to improve the oxidation of
non-phenolic compounds, laccase activity is supported
by mediators, e.g. ABTS, TEMPO or HBT. However,
the cost of synthetic mediators is an important limiting
factor [94].

Mostly laccases of fungal origin have been widely
applied to the process of bioremediation of contami-
nated areas [36]. These enzymes are used both in a free
and immobilized form to eliminate a wide spectrum of
toxic compounds, such as: phenolic compounds, chlo-
rophenols, cyclic aromatic hydrocarbons or alkenes
being components of, among others, pesticides. MCO

enzymes can also be used for neutralization of compo-
unds belonging to the group of the so-called hormone
modulators (EDCs), i.e. compounds adversely affec-
ting the function of the endocrine system of humans
and animals [58]. The research carried out by Garcia-
-Morales etal. [22] demonstrated a high biocatalytic
efficiency of the protein mixture (LacI and LaclI) of the
CS43 Pycnoporus sanguineus fungus, which was used
in the biotransformation of EDCs such as bisphenol A,
4-nonylphenol, 17-a-ethinylestradiol and triclosan. The
capabilities of different laccases, LMCO enzymes and
bilirubin oxidase for decolorization of industrial dyes
and their elimination from wastewater have also been
widely explored [34, 94]. For example, a crude extract
of the laccase derived from the fungus P. nebrodensis
has shown effective decolorization (82.69%) of mala-
chite green after just one hour of incubation [99].

6. Summary

MCO proteins are enzymes containing from one to
six atoms of copper per molecule. Multicopper oxidases
include laccases, ferroxidases, ascorbate oxidase, biliru-
bin oxidase, some fungal pigments with multicopper
oxidase character and the so-called laccase-like enzy-
mes. MCOs possess the ability to oxidize both organic
and inorganic compounds. The reactions catalysed by
MCO are accompanied by the reduction of molecular
oxygen to water. These properties make them a valuable
tool in bioremediation processes, medicine, pharma-
ceutical industry, cosmetics and food industry.
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Streszczenie: Wielomiedziowe oksydazy (MCO) stanowig duzg rodzing niebieskich bialek, a ich centrum katalityczne sktada si¢ z trzech
domen: typu I Cu, typu II Cu oraz pary typu III Cu. Wéréd MCO wyrdznia si¢ lakazy, ferroksydazy, oksydazy askorbinianowe, oksydazy
bilirubinowe oraz lakazopodobne wielomiedziowe oksydazy. Wielomiedziowe oksydazy katalizujg reakcje utleniania aromatycznych
jak i niearomatycznych zwigzkéw z jednoczesng redukcja tlenu czasteczkowego do wody. Wiasciwosci te czynig je cennym narzedziem
w wielu gafeziach przemystu i ochronie $rodowiska.

1. Wprowadzenie. 2. Wielomiedziowe oksydazy - klasyfikacja, struktura i wlasciwoéci. 3. Metody identyfikacji enzyméw z rodziny MCO.
4. Lakazy vs. inne MCO. 5. Zastosowanie wielomiedziowych oksydaz. 6. Podsumowanie

CHARACTERISTICS AND USE OF MULTICOPPER OXIDASES ENZYMES

Abstract: The multicopper oxidases (MCOs) are a large family of blue copper proteins which contain from one to six copper atom per
molecule. Their catalytic center consist of three domains which involve type I Cu, type IT Cu and pair of type III Cu’s. They include laccases,
ferroxidases, ascorbate oxidase, bilirubin oxidase, laccase-like multicopper oxidases. MCOs are capable of one-electron oxidizing aromatic
as well as non-aromatic compounds with concomitant four electron reduction of molecular oxygen to water. These properties make them
a valuable tool in various industries (e.g. food, textile, pharmaceutical) medicine or environment protection.

1. Introduction. 2. Multicopper oxidases — classification, structure and properties. 3. Identification methods of MCOs. 4. Laccases vs.
others MCOs. 5. Application of multicopper oxidases. 6. Summary

Stowa kluczowe: drobnoustroje, lakazy, wielomiedziowe oksydazy

Key words: microorganisms, laccases, multicopper oxidases

1. Wstep

Wielomiedziowe oksydazy (Multicopper Oxidases,
MCO) to rodzina enzymow katalizujacych reakcje utle-
niania substratu z jednoczesng redukcja tlenu czgstecz-
kowego do wody. Za te reakcje odpowiada uniwersalne
dla wszystkich MCO centrum katalityczne, w ktérego
sktad wchodzi 4 lub wigcej atomdw miedzi tworzacych
typy T1, T2 i dwuatomowy T3. Chociaz budowa cen-
trum katalitycznego wigkszosci enzymoéw zaliczanych
do MCO jest zblizona, ich funkcje biologiczne oraz
wiasciwosci katalityczne moga by¢ zupelnie odmienne.

Jak dotad poznano (wg bazy UniProt) ok. 50 tys.
roznych enzyméw charakteryzujacych sie obecnoscia
typowego dla MCO centrum katalitycznego i zdolnos-
cig do utleniania zwigzkéw organicznych i nieorganicz-
nych. Wielu badaczy staralo si¢ przeanalizowac cechy
na podstawie, ktorych mozliwe jest odpowiednie zakla-
syfikowanie nowo zidentyfikowanego enzymu o wlasci-
wosciach MCO. Jednak ze wzgledu na bardzo zblizone
wlasciwos$ci wobec wigkszoéci substratéw oraz duza

homologie sekwencji aminokwasowych (zwlaszcza
w obrebie centrum katalitycznego) dla wigkszosci MCO
problem ten nadal wydaje si¢ by¢ nierozwigzany. Do
najczesciej opisywanych MCO nalezg lakazy (zwlaszcza
pochodzace z grzybow zaliczanych do gromady Basi-
diomycota), oraz tzw. enzymy lakazopodobne (Laccase-
-like Multicopper Oxidases, LMCO), oksydaza askor-
binianowa (opisywane gléwnie u roslin wyzszych),
oksydaza bilirubinowa (np. u Myrothecium verrucaria),
niektdre pigmenty grzybowe i ferroksydazy (np. Fet3p
drozdzy Saccharomyces cerevisiae) [12, 26, 44].

Bardzo wysoki potencjal utleniajaco-redukujacy
MCO oraz réznorodnos¢ katalizowanych przez nie
reakcji sprawily, ze enzymy te cieszg si¢ duzym zain-
teresowaniem badaczy na calym $wiecie i wykazuja
wiele mozliwosci aplikacyjnych. MCO s3 enzymami
stosunkowo stabilnymi, tatwymi do wydzielenia z ho-
dowli oraz oczyszczenia, co w polaczeniu z ich niska
specyficznosdcia substratowa czyni je cennym narze-
dziem w procesach produkeji lekéw [5], eliminacji
zwigzkow fenolowych z wyrobéw alkoholowych [13],

* Autor korespondencyjny: mgr Aleksandra Géralczyk-Bintkowska, Katedra Mikrobiologii Przemystowej i Biotechnologii, Wydzial Bio-
logii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet £.6dzki, Banacha 12/16, 90-237 £6dz; +48 426 354 717; e-mail: aleksandra.goralczyk@biol.uni.lodz.pl
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syntezy barwnikow [19], degradacji i odbarwiania
pulpy drzewnej [93] lub detoksykacji ksenobiotykow
[40]. Uwage zaréwno S$rodowiska naukowego, jak
i przemystu, skupily na sobie gléwnie lakazy oraz
enzymy lakazo-podobne [40, 93, 94]. Niewiele uwagi
poswiecono jak dotad innym grupom enzymow
z rodziny MCO, ktére, mimo Ze sg stosunkowo stabiej
rozpowszechnione w srodowisku naturalnym, stanowia
réwnie interesujacy obiekt badan oraz charakteryzuja
sie mozliwo$cia zastosowania w praktyce.

2. Wielomiedziowe oksydazy - klasyfikacja,
struktura i wlasciwosci

Cecha wspdlng wszystkich enzymoéw zaliczanych
do rodziny MCO jest obecno$¢ centrum katalitycznego
zbudowanego z co najmniej czterech atomow miedzi
podzielonych, z uwagi na ich spektroskopowe i magne-
tyczne wlasciwosci, na trzy typy: typy T1i T2 - zawiera-
jace po jednym atomie miedzi oraz dwuatomowy typ T3
[67]. Typ T1 nadaje czasteczce enzymu niebieskie
zabarwienie i wykazuje intensywng absorpcje $wiatfa
przy dlugosci fali 610 nm wynikajaca z kowalencyjnego
wiazania miedz-cysteina. Z kolei typ T2 jest bezbarwny
i podobnie jak typ T1, wykrywalny za pomoca spek-
troskopii rezonansu elektroparamagnetycznego (EPR).
Typ T3 w wyniku antyferromagnetycznego sprzezenia
pary atomow miedzi nie wykazuje aktywnosci w spek-
troskopii EPR, odznacza si¢ jednak pasmem absorpcji
$wiatfa przy dtugosci fali 330 nm [9] (Ryc. 1).

His  His
2
Cu» — His v
) is
HIS\ \ \ »
HO — Cuz‘+ HO Cys Cu?* —w His
Typn Hs / A \Met
Cu» __ His
His ™ | L Typl
Typ Il His
L )
Y
TNC

Ryc. 1. Schemat budowy centrum katalitycznego MCO

4 substraty

W centrum T1, gdzie nastepuje utlenienie substratu,
atom miedzi zwigzany jest z dwiema resztami histydyny
ijedng cysteing tworzac znieksztatcong strukture pira-
midy trygonalnej. Wymieniona sekwencja His-Cys-His,
charakterystyczna dla MCO, faczy T1 z T3. Niekiedy
moze wystepowaé w pozycji osiowej, czwarta, stabiej
zwiazana reszta aminokwasowa (najczesciej metionina,
leucyna lub fenyloalanina), ktora wptywa na potencjat
oksydoredukcyjny enzymu, stabilizuje go oraz reguluje
jego aktywno$¢. Potozone w bliskim sasiedztwie atom
miedzi typu T2 i dwa atomy typu T3 koordynowane
sa przez tzw. migdzydomenowe miejsca wigzania mie-
dzi, zbudowane odpowiednio z 2 i 6 reszt histydyny
i tworzace trojatomowy miedziowy klaster (Trinuclear
Cu Cluster, TNC). Stanowi on strukture unikatowsa
dla rodziny MCO i jest miejscem, w ktorym nastepuje
wiazanie i czteroelektronowa redukcja tlenu czastecz-
kowego do wody [76].

Wiekszos¢ MCO zawiera okofo 500 reszt aminokwa-
sowych i przyjmuje w swej strukturze drugorzedowej
ukfad harmonijki 8 (B-sheet) uformowanej w charakte-
rystyczny motyw klucza greckiego (Greek Key) [32, 43].
Z reguly czasteczka MCO sklada si¢ z trzech domen
uformowanych ten sposéb. Centrum miedzi T1 znaj-
duje sie w domenie 3 (blue copper-binding domain),
a trojatomowy klaster miedziowy T2/T3 znajduje si¢
na styku domeny 1 i 3, dalej od powierzchni biatka
w poréownaniu do domeny 3. Jednak oprocz tréjdo-
menowych MCO scharakteryzowano réwniez biatka
posiadajace dwie lub szes¢ domen [61].

Mechanizm katalityczny MCO obejmuje (1) reduk-
cje miejsca T1 Cu poprzez przyjecie elektronu z utle-
nionego substratu, (2) przeniesienie elektronu z miejsca
T1 do TNCi (3) redukcje O, z wytworzeniem dwdch
czasteczek wody (Ryc. 2).

MCO utleniajg szerokie spektrum substratéw, takich
jak fenol, metoksyfenol, aromatyczne aminy, zwigzki
wieloaromatyczne, jony metali [39, 51]. Reakcje kata-
lizowane przez MCO moga zachodzi¢ bezposrednio
(reakcje ulteniania prostych zwigzkéw fenolowych) lub
w obecnosci zwigzku zw. mediatorem, ktéry posred-
niczy w przekazywaniu elektronéw z substratu do
centrum aktywnego enzymu (Ryc. 3). Jesli bezposred-

4 rodniki substratow
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Ny Cu
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Cu' Cu'
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Ryc. 2. Schemat cyklu katalitycznego lakazy
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Ryc. 3. Mechanizmy reakcji katalizowanych przez MCO

I - reakcje zachodzace bezposrednio, II - reakcje zachodzace w obecnosci mediatora, III - reakcje sprzegania.
Na podstawie Polak i Jarosz-Wilkotaka [66], zmodyfikowany.

nie utlenienie substratu fenolowego doprowadzi do
powstania jego reaktywnych i niestabilnych rodnikéw,
moga one w procesie nieenzymatycznej, spontanicznej
reakcji sprzegania laczy¢ si¢ ze sobg tworzac dimery,
oligomery lub polimery [66].

MCO stanowig bardzo zréznicowang grupe enzy-
mow produkowanych zaréwno przez organizmy pro-
kariotyczne, jak i Eukaryota, i charakteryzujacych sie
réznymi, nie do konca jeszcze poznanymi funkcjami
biologicznymi. Chociaz wszystkie MCO wykazuja zdol-
nos$¢ do utleniania zwigzkéw aromatycznych, mozna
wsréd nich wyrézni¢ dwie klasy funkcjonalne [86].
Pierwsza stanowia enzymy, ktére utleniajg substraty
organiczne chetniej, niz jony metali. Grupe te tworza-
gléwnie lakazy i enzymy lakazopodobne. Drugie z kolei
utleniajg jony metali, takie jak Fe (II), Cu (I) i/lub
Mn (II), z wyzsza wydajnosciag w poréwnaniu z sub-
stratami organicznymi. Te ostatnie enzymy sg okreslane
jako metalooksydazy, a najbardziej powszechne wsrod
nich to ludzka ceruloplazmina (Cp) i ferroksydaza
drozdzowa (Fet3p) [53]. Podzial MCO nie jest staly
i usystematyzowany, poniewaz brakuje jasnych kryte-
riéw klasyfikacji. Na przykiad wedtug Hoegger i wsp.
[26] wielomiedziowe oksydazy tworzy 10 grup enzy-
mow: lakazy Basidiomycota, lakazy Ascomycota, lakazy
owadow, pigmenty grzybowe MCO, ferroksydazy grzy-
bowe, roslinne i grzybowe oksydazy askorbinianowe,
enzymy roslinne podobne do lakaz, biatka oporne na
miedz (CopA), oksydazy bilirubiny i biatka wydziela-
nia miedzi (CueO) (Tabela I). Z kolei Sirim i wsp. [83]
w obrebie rodziny MCO wyrdznili: lakazy, ferroksydazy,
oksydazy askorbinianowe (AO) i oksydazy bilirubinowe
(BOD). Po zintegrowaniu danych na temat sekwencji
i struktur MCO skonstruowano bazg¢ danych The Lac-
case Engineering Database (LccED) (https:/lcced.bio-
catnet.de/). Obecnie w bazie wyrézniono 16 nadrodzin

MCO, zawierajacych ponad 14 000 sekwencji amino-
kwasowych 10415 réznych biatek (Tab. I).

Identyfikacja lakaz sposrod wielomiedziowych
oksydaz dotychczas pozostaje niejednoznaczna. Reiss
i wsp. [71] zaproponowala uzywanie pojecia ,,lakazy”
jedynie dla enzymu wydzielonego z soku drzewa Rhus
vernicifera i wprowadzenie pojecia ,,lakazopodobnych
wielomiedziowych oksydaz” (LMCO), w celu uwzgled-
nienia potencjalnej odmiennosci ich funkeji biologicz-
nych i cech biochemicznych. Ponadto Brander i wsp.
[6] podaje, iz termin “lakazy” pierwotnie byt uzywany
w stosunku do roélinnych wielomiedziowych oksydaz
posiadajacych trzy domeny. Natomiast Thssen i wsp.
[30] zaleca klasyfikowanie jako lakaz jedynie tych
MCO, ktére zostaly wyizolowane w obecnosci uru-
shiolu — nienasyconego alkilokatecholu. Klasyfikacja
enzymow z rodziny MCO jest ztozona z uwagi na ich
szeroka specyficzno$¢ substratowa, niemniej szcze-
gotowa charakterystyka biochemiczna jest niezbedna
w celu uporzadkowania proponowanych przez badaczy
podzialéw. Podziat MCO nie jest staly i usystematy-
zowany, poniewaz brakuje jasnych kryteriow klasyfi-
kacji. Najbardziej odpowiedni wydaje si¢ by¢ podziat
przyjety przez Hoegger i wsp. [26], jednak z uwagi na
nieco odmienne wlasciwosci biochemiczne i nie do
konca sprecyzowane funkcje biologiczne, uzasadnio-
nym wydaje sie by¢ wyrdznienie wérod MCO takze
grupy enzymow lakazopodobnych LMCO.

3. Metody identyfikacji enzymow z rodziny MCO

Do niedawna identyfikacja enzymoéw zaliczanych
do MCO opierata sie gléwnie na charakterystyce ich
cech biochemicznych oraz uzdolnien katalitycznych.
Interakcje MCO z substratami mozna ogdlnie podzieli¢
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Tabela I
Klasyfikacja wielomiedziowych oksydaz (MCO) wraz z przykladami organizméw zdolnych do ich produkgji i charakterystyka enzymu
Grupa MCO Przyktad organizmu Charakterystyka enzymu P;Sllgisg
Lakazy Basidomycota Trametes pubescens pH 3-4,5; DMP, syryngaldazyna [21]
MCO Ascomycota Aspergillus niger pH 5-6; DMPPDA [90]
Lakazy owadow Anopheles gambiae pH 6; ABTS [46]
Pigmenty grzybowe MCO Aspergillus niger pH 5; DMPPDA [90]
Grzybowe ferroksydazy (Fet3p) Saccharomyces cerevisiae pH 5; p-fenylenodiamina [86]
Oksydazy askorbinianowe Brassica oleracea var. italica | pH 7,0 roztwér kwasu askorbinowego [80]
Roélinne lakazy Rhus vernicifera pH 9; syryngaldazyna [96]
Oksydazy bilirubinowe Myrothecium verrucaria pH 8; syryngaldazyna [96]
Bakteryjne oksydazy wydzielania miedzi (CueO) | Escherichia coli pH 6,5, DMP [72]
Bakteryjne lakazy (CotA) Bacillus subtilis T % w temp. 80°C 2-4 godziny [61]
Bakteryjne biatka oporne na miedz (CopA) Pseudomonas syringae pH 5; DMP [84]

Klasyfikacja MCO wg Hoegger i wsp. [26]

na dwie kategorie i wyr6zni¢ enzymy o niskiej specy-
ticznosci substratowej i enzymy o wysokiej specyficz-
nosci. Roslinne i grzybowe lakazy naleza do pierwszej
kategorii i mogg one utlenia¢ difenole, aminy arylowe
i aminofenole, a ich wartosci Km mieszcza si¢ ogdlnie
w zakresie 1-10 mM. Pozostale MCO majg znaczny
stopien specyficznosci substratowej (Km < 1 mM) [85].

Niektore substancje takie jak gwajakol, sl diamo-
nowa 2,2’-azyno-bis (3-etylobenzotiazolino-6-kwasu
sulfonowego) (ABTS), 2,6-dimetoksyfenol (DMP)
i katechol od dawna s3 okreslane jako modelowe sub-
straty lakaz [71]. Jednak jak si¢ okazalo wiele sposréd
nich jest rowniez utlenianych przez inne enzymy
z grupy MCO np. LMCO lub oksydazy bilirubinowe.
Za specyficzny substrat lakazy uznawana byfa syryn-
galdazyna [64]. Syryngaldazyna i ABTS moga by¢
przeksztalcane przez MnP lub LiP. Jednak zalezne od
H,O, utlenianie pozwala na rozréznienie tych enzy-
moéw od MCO. MCO mozna réwniez odrdézni¢ od
MnP za pomocg testu z barwnikiem leucoberbelin blue.
Zwiazek ten specyficznie reaguje z jonami manganu
uwalnianymi przez MnP, co skutkuje pojawieniem si¢
niebieskiego zabarwienia wykazujacego maksymalng
absorbcje $wiatla przy diugosci fali 620 nm [18]. Na
Rycinie 4 przedstawiono schemat identyfikacji i rézni-
cowania lakaz od innych enzyméw ligninolitycznych
zaproponowany przez Fernandes i wsp. [18].

O ile zdolno$¢ do utleniania specyficznych substra-
tow pozwala szybko ustali¢ aktywno$¢ danego enzymu
z grupy MCO, o tyle w dobie rozwoju wysokozaawan-
sowanych technik molekularnych nie powinna ona sta-
nowic¢ jedynej metody identyfikacji i charakterystyki
nowopoznanego biatka. Rozwdj technik omicznych
takich jak genomika, transkryptomika i proteomika
przyczynil sie do ustalenia genéw odpowiedzialnych
za kodowanie enzymoéw, badanie ich ekspresji na pozio-

mie transkryptomu i analiz¢ iloSciowg i jakosciowa
MCO na tle pozostatych biatek organizmu. Perry i wsp.
[65] jako pierwszy zidentyfikowal dwa geny kodujace
lakazy Agaricus bisporus i stwierdzil, Ze enzymy te moga
wystepowac jako izoformy i by¢ kodowane przez wie-
logenowe rodziny genéw. Od tego czasu setki genow
kodujacych MCO zidentyfikowano zaréwno u grzy-
bow, jak i bakterii. Obecno$¢ u jednego szczepu wielu
gendéw kodujacych izoformy enzyméw moze wska-
zywaé na udzial tych enzyméw w réznych procesach
tizjologicznych. Potwierdzeniem tej hipotezy moze by¢
fakt, ze poszczegolne izoformy enzymoéw czesto roznig
sie specyficznos$cia substratows, a ich aktywnos$¢ moze
by¢ odmienna w réznych wariantach pH czy tempera-
tury. Cze$¢ z nich wykazuje charakter konstytutywny,
a cze$¢ moze by¢ indukowana np. zwigzkami aroma-
tycznymi lub jonami miedzi. Techniki genomiczne
i proteomiczne pozwolily na zidentyfikowanie dla
MCO sekwencji konsensusowych odrézniajacych je od
innych enzymow. Sekwencje te zawierajg cztery (L1, L2,
L3, L4) ciagte fragmenty reszt aminokwasowych wigza-
cych miedz, ktérych stopien podobienstwa w zaleznosci
od organizmu z jakiego pochodzi enzym moze wynosi¢
od 75 do 85%. Regiony L2 i L4 pozwalajg na zaklasyfi-
kowanie enzymu do MCO, podczas gdy sekwencje L1
i L3 wskazuja na podgrupe enzymu [23].

4. Lakazy vs. inne MCO

Sposréd drobnoustrojowych MCO najlepiej zba-
dang i opisang, a zarazem najliczniejsza grupe stano-
wig lakazy. Sg to tréjdomenowe MCO po raz pierwszy
wyizolowane przez H. Yoshida w 1883 roku z zywicy
pochodzacej z drzewa Rhus vernicifera. Rodlinne lakazy
dzigki mechanizmom dehydrogenacji odgrywaja wazna
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Ryc. 4. Proponowany schemat identyfikacji lakaz od innych enzyméw lignino litycznych

Na podstawie Fernandes i wsp. [18], zmodyfikowany.

role w polimeryzacji zwigzkow fenolowych tworzacych
lignine, regeneracji uszkodzonych tkanek i utlenia-
niu zelaza poprzez przeksztalcanie Fe (II) do Fe (III)
[15]. Pomimo Ze wg niektérych badaczy termin lakaza
powinien by¢ zarezerwowany wylacznie dla enzymoéw
pozyskiwanych z roslin, réwniez inne tréjdomenowe
MCO np. pochodzenia drobnoustrojowego, nazywane
sg lakazami jesli tylko wykazujg zdolno$¢ do utleniania
zwigzkow aromatycznych [61].

Lakazy pochodzenia grzybowego najczesciej wyste-
puja w postaci kilku monomerdw, ktore oligomeryzuja
tworzgc multimerowe kompleksy. Srednia masa cz3-
steczkowa monomeru mieéci sie w zakresie od okoto
50 do 110kDa. Wazng cechg lakaz grzybowych jest
zwigzana kowalencyjnie grupa weglowodanowa, sta-
nowigca zwykle od 10 do 45% calej czasteczki enzymu
i sktadajgca sie gtéwnie z mannozy, N-acetyloglukoza-
miny oraz galaktozy. Wszystkie te cechy chronig grzy-
bowe lakazy przed proteoliza, dzialaniem wysokich
temperatur, skrajnie wysokich lub niskich wartosci pH
i innych niekorzystnych czynnikoéw [15, 74].

Sposrod grzybow zdolnych do biosyntezy lakaz naj-
liczniejszg grupe stanowig te z gromady Basidiomycota
np. Lentinus tigrinus, Agaricus bisporus, Trametes ver-
sicolor [82]. Wérdd nich do$¢ licznie wystepuja tzw.
grzyby bialej zgnilizny drewna, m.in. szczepy z gatunku
Phlebia radiate, Pleurotus ostreatus, Phanerochaete
chrysosporium, Cerrena unicolor [87]. Synteze tych
enzymow opisano réwniez u grzybow nalezacych do
gromady Ascomycota np. Aspergillus niger, A. oryzae,
Neurospora sp., Trichoderma atroviride i T. harzianum

[87]. U grzybow lakazy uczestnicza w procesach morfo-
genezy, degradacji ligniny oraz reakcjach obronnych na
stres. Enzymy te wytwarzane przez saprofityczne oraz
mikoryzowe grzyby sa zaangazowane w obieg materii
organicznej w glebie poprzez degradacje polimerow
$cidtkowych czy tworzenie zwigzkéw humusowych
[26]. Lakazy bakteryjne zidentyfikowano w hodowlach
szczepow m.in. Azospirillum lipoferum, Escherichia coli,
Bacillus subtilis oraz kilku gatunkow Streptomycetes [7].
Opisano je rdwniez u cyjanobakterii Anabaena azollae.
Bakteryjne lakazy odznaczajg si¢ wigkszg niz enzymy
grzybowe aktywnoscia i stabilno$cig w wysokich tem-
peraturach, przy alkalicznym pH oraz w obecnosci
wysokich stezen jondéw chloru i miedzi [15].

Reakcjom Kkatalizy, ktérym posredniczy lakaza,
moga ulega¢ zaréwno substraty fenolowe, jak i niefe-
nolowe. W przypadku czgsteczek o wysokim potencjale
oksydoredukcyjnym oraz czgstek o duzych rozmiarach,
ktdre nie sg zdolne do samodzielnego przenikania do
centrum aktywnego enzymu, niezbedne jest dziala-
nie tzw. mediatoréw. Sg to zwiazki organiczne o malej
masie czasteczkowej, ktore ulegajac utlenianiu przez
lakaze, tworzg wysoce aktywne rodniki kationowe
zdolne do utleniania zwigzkéw niefenolowych. Najpow-
szechniej stosowanymi mediatorami syntetycznymi sa
ABTS, kwas hydroksyantranilowy (HAA), hydroksy-
benzotriazol (HBT) i hydroksyftalimid (NPI). Podobne
dzialanie wykazuja takze mediatory naturalne np. wani-
lina i syryngaldehyd [66].

Lakazopodobne wielomiedziowe oksydazy (LMCO),
tak samo jak lakazy, katalizuja utlenianie réznych
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substratow polaczone z redukcjg czasteczki O, do
dwoch czagsteczek H,O. Ich funkcje biologiczne s3
zblizone do roli lakaz, ale nie wszystkie zostaly jeszcze
poznane. LMCO zostaly opisane u wielu bakterii
i grzybow. Srednia masa czgsteczkowa LMCO miesci
sie przedziale 51-66 kDa, natomiast ilo§¢ sekwencji
aminokwasowych enzyméw wynosi 470-600 aa. Opi-
sano takze LMCO bakterii Streptomyces, ktérych masa
czasteczkowa wynosi 32,6 kDa, a dlugo$¢ sekwencji
aminokwaséw 297 aa. LMCO bakterii Gram-ujemnych
réznig sie od wszystkich innych LMCO obecnoscia pro-
liny miedzy dwoma histydynami i dodatkowq histydyna
w pozycji drugiej po motywie HXH. LMCO pochodze-
nia bakteryjnego uwaza si¢ za bardziej skuteczne w roz-
kfadzie zwigzkéw organicznych niz LMCO grzybowe.
Natomiast LMCO grzybowe majg szersze spektrum
substratow niz LMCO z bakterii Gram-ujemnych [49].

Optymalna wartos¢ pH dla dzialania LMCO nie
jest jednakowa, poniewaz zalezy od wykorzystanego
do jej pomiaru substratu [49]. Na przyktad trzy typy
LMCO pochodzace z Aspergillus niger: McoA, McoB
i McoG oczyszczono i scharakteryzowano pod katem
potencjalu biokatalitycznego. Wszystkie trzy enzymy
byly monomerami o masach czasteczkowych w zakresie
od 80 do 110 kDa. Najwyzsza aktywno$¢ McoA odnoto-
wano w srodowisku o pH 5,0, podczas gdy pH 6,0 byto
optymalne dla McoB i McoG. Ponadto McoA i McoB
utlenialy DMPPDA (N,N-dimetylo-p-fenylenodiamine)
w szerszym zakresie pH niz McoG [89]. LMCO wyizo-
lowana Myrothecium roridum wykazywala aktywnos¢
zaréwno MCO, jak i oksydazy bilirubiowej [35].

Oksydaza bilirubinowa jest enzymem termostabil-
nym, zawierajagcym mostek dwusiarczkowy. BOD kata-
lizuje utlenianie tetrapyrroli np. bilirubiny do biliwery-
dyny oraz difenoli czy diamin arylowych z jednoczesna
redukcja czterech atomoéw tlenu do wody [10]. Enzym
ten zostal odkryty w nieligninolitycznym grzybie Myro-
thecium verrucaria MT-1 w 1981 roku przez Noriakiego
Tanaka i Sawao Murao. W odrdznieniu do lakaz, BOD
charakteryzujg si¢ wyzsza aktywnoscig i stabilno$-
cig w neutralnym pH oraz w wysokiej temperaturze,
jednak nie wigkszej niz 60°C. Odznaczajg sie rowniez
wysoka tolerancja na aniony chlorkowe i inne chelatory
[52]. Na przyktad oksydaza bilirubinowa wyizolowana
z Mpyrothecium verrucaria (MvBOD) wykazala naj-
wyzsza aktywno$¢ katalityczng w zakresie temperatur
30-60°Ciw pH od 7 do 8,5. Natomiast w roztworach
o pH powyzej 9 zaobserwowano spadek aktywnosci
katalitycznej BOD az o 50% [91].

Oksydaza askorbinianowa katalizuje utlenianie as-
korbinianu do kwasu dehydroaskorbinowego z wytwo-
rzeniem H,O w obecnodci tlenu. Zostata wyizolowana
z roslin wyzszych, u ktérych wystepuje w najwiekszej
ilosci w $cianie komdrkowej i zaangazowana jest w ich
wzrost [80, 85]. Poprzez modyfikacje przestrzeni apo-

plastycznej oksydaza askorbinianowa uczestniczy row-
niez w reakcjach obronnych [26]. Jej aktywnos¢ i eks-
presja sg indukowane auksyng i $wiattem, co pozwala
przypuszczad, iz uczestniczy ona w transdukcji sygnatu
[95]. AO opisano réwniez u mikroorganizméw m.in.
Myrothecium verrucaria, Aerobacter aerogenes, Acremo-
nium sp. HI-25 [60, 80]. W przeciwienstwie do lakaz,
ktére dzialajg jako monomery, do prawidlowego funk-
cjonowania AO niezbedne jest utworzenie struktury
homodimeru. Taka struktura biatka pelni ponadto
funkgje stabilizujace [61].

Oksydaza wydzielania miedzi (CueO) wystepujaca
w peryplazmie u E. coli moze utlenia¢ p-fenylenedia-
ming, 2,6-dimetoksyfenol i podobnie jak niektdre inne
tréjdomenowe MCO posiada aktywnos¢ ferrooksydazy.
Dzieki temu enzym nie tylko chroni komérke przed nie-
korzystnym wplywem jonéw miedzi (poprzez utlenia-
nie Cu* do mniej szkodliwych Cu?*), lecz takze bierze
udzial w homeostazie zelaza. Wykazano, iz CueO utlenia
grupy katecholowe kwasu 2,3-dihydoksybenzoesowego,
prekursora enterobaktyny [24]. CueO posiada budowe
zblizong do lakazy i AO, jednak konformacja TNC rézni
ja od pozostalych MCO. Dodatkowo w obrebie trzeciej
domeny CueO zawiera bogate w metionine regiony,
ktore dzialajg jak czujnik jondéw miedzi, w obecnosci
ktérych znacznie wzrasta aktywnos$¢ enzymu [61, 72].

Kolejng bakteryjng MCO jest biatko wydzielania
miedzi (CopA), skladajace si¢ z trzech domen, opisane
u Pseudomonas syringae czy Xanthomonas campestris
[26]. Aktywnos¢ tego enzymu okreslono na podsta-
wie zdolnosci do utleniania 2,6-dimetoksyfenolu [84].
Jak podaje Nakamura i Go [61] w warunkach tleno-
wych CopA oraz CueO kontroluja metabolizm miedzi
poprzez eksport nadmiaru Cu (I) z cytoplazmy i utle-
nianie do Cu (II), ktdra jest mniej toksyczna.

Do produkgji termostabilnego bialka oplaszczaja-
cego endospory — CotA zdolny jest szczep B. subtilis.
CotA sktada si¢ z ponad 30 rodzajow polipeptydow i jest
oporne na dzialanie czynnikéw fizycznych jak i che-
micznych. Wynika to funkeji jaka ono petni, mianowi-
cie wytwarzania melaninowego pigmentu, ktéry chroni
przed promieniowaniem UV i nadtlenkiem wodoru [17,
29]. Ponadto biatko jest wysoce stabilne, poniewaz okres
pottrwania aktywnosci w temperaturze 80°C ustalono
na 2-4 godziny [61]. Jak podaje Rajeswari [69] lakaza
CotA wykazuje podobienstwo do CueO u E. coli na
podstawie budowy centrum katalitycznego, jednakze
miedzydomenowa petla posiada miejsca umozliwia-
jace $cislejsze upakowanie, co poprawia stabilno$¢ calej
struktury oraz zwigksza termostabilnos¢ [61]. Jak podaje
Enguita i wsp. [16] segment ten zawiera tylko 4 z 46 reszt
proliny skladajacych sie na caty CotA. Dlatego moze to
sugerowac, iz zawarto$¢ proliny, zaréwno warunkuje
termostabilnos¢ bialka jak i w polaczeniu ze zwigkszo-
nym upakowaniem znacznie ja wzmaga [16].
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Pigmenty grzybowe MCO wystepujace gloéwnie
u Ascomycota m.in. u Aspergillus nidulans [90] odpo-
wiedzialnie s3 za utlenianie dihydroksyfenylolaniny
(DOPA) do dopachinonu podczas szlaku syntezy mela-
niny. Enzymy te rdznig si¢ istotnie od innych MCO
w budowie regionu S2 [44]. Utleniaja typowe substraty
lakaz m.in. p-fenylenodiaminy, pyrogallol, kwas gallu-
sowy czy ABTS [89].

Do MCO zaliczane sa réwniez ferroksydazy, cha-
rakteryzujace si¢ powinowactwem do Fe (II), ktérego
nie wykazujg pozostale wielomiedziowe oksydazy. Naj-
cze$ciej opisywanymi ferroksydazami sg biatko biony
plazmatycznej u Saccharomyces cerevisiae (Fet3p) oraz
ludzka ceruplazmina (hCp) skladajaca si¢ z szesciu
domen. Na podstawie rentgenograficznych badan
struktury krystalicznej ceruloplazminy ustalono, iz
w drugiej, czwartej i szostej domenie wystepuje miej-
sce wigzania miedzi, za$ pierwsza i szdsta domena
dzielg trojjadrowe miedzydomenowe miejsce wigzania
miedzi tworzac pseudosymetryczng strukture C3 [61].
Cp wykazuje zdolno$¢ utlenianiania aromatycznych
diamin i innych zwigzkéw aromatycznych [85]. Ferro-
ksydazy odgrywaja istotng role w homeostazie zelaza
u drozdzy i ssakow [86]. Fet3p uczestniczy w systemie
transportowym Fe (II) o wysokim powinowactwie
u drozdzy. Poczatkowo Fe (III) jest redukowane do
Fe (II) przez ferroksydaze, po czym transportowane jest
w komorce. Fet3p pelni role ochronng poprzez znosze-
nie cytotoksycznego dzialania miedzi i zelaza [26, 85].

Kolejnym przykltadem MCO jest SLAC, czyli dwu-
domenowa wielomiedziowa oksydaza opisana u Strep-
tomyces coelicolor, wykazujgca zdolnos¢ do utleniania
aromatycznych i niearomatycznych zwigzkéw zawie-
rajacych grupy aminowe i hydroksylowe. Ze wzgledu
na podobienstwo sekwencji do lakaz grzybowych,
lecz mniejszy rozmiar, enzym ten okreslono jako mata
lakaza. Na podstawie analizy poréwnawczej sekwen-
¢ji biatkowych ustalono podobienstwo SLAC i innych
lakaz w pozycji ligandéw metali. Stwierdzono nato-
miast wystepowanie 24 reszt histydyny w sekwencji
SLAC, co moze wskazywac na jej udzial w wigzaniu
nadwyzki wewnatrzkomérkowych jonéw miedzi w celu
przeniesienia ich podczas eksportu przez system sekre-
cyjny TAT [50]. SLAC charakteryzuje si¢ opornoscia
na zwiazki redukujace oraz stabilnoscig termiczna.
Ponadto enzym ten wykazuje najwyzsza aktywnos$¢
w $rodowisku o pH 9 [11, 50]. Dzigki tym cechom
SLAC znalazly zastosowanie w przemysle celulozowo-
-papierniczym do odbarwiania barwnikéw [11].

5. Zastosowanie wielomiedziowych oksydaz
Z uwagi na zdolno$¢ utleniania wielu substratow,

zewnatrzkomorkowy charakter i dosy¢ wysoka stabil-
no$¢ w szerokim zakresie pH i temperatury enzymy

z grupy MCO odznaczajg si¢ wysokim potencjalem
aplikacyjnym. Enzymy z tej grupy znalazly jak dotad
zastosowanie w ochronie $rodowiska, medycynie,
przemysle farmaceutycznym, kosmetycznym oraz
w przemysle spozywczym. Gldéwnie lakazy i enzymy
lakazopodobne, ktdre sa najbardziej rozpowszechniong
i scharakteryzowang grupa MCO, wykorzystywane sa
jako biokataliztory reakcji syntezy nowych zwigzkow,
detekgji, biotransformacji i biodegradacji toksycznych
zanieczyszczen (Tabela II).

Enzymy z grupy MCO stosowane sg w wielu obsza-
rach przemystu spozywczego jak piekarnictwo, prze-
tworstwo warzyw i owocow, winiarstwo i browarnic-
two. Przemyst piekarniczy powszechnie wykorzystuje
lakazy do poprawy struktury chleba, a takze polepsze-
nia smaku i trwatosci ciast [73]. Udowodniono jednak,
ze takze inne MCO takie jak oksydaza bilirubinowa
moga by¢ stosowane w celu sieciowania biopolimeréw
poprawiajac wlasciwosci fizykochemiczne produktow
spozywczych [98]. Proces ten zwigksza wytrzymatosé
i stabilno$¢ ciasta obnizajac zarazem jego lepkosc.
Efekt ten zaobserwowano zwlaszcza w przypadku
korzystania z gorszej jakosci mak [51]. MCO stosuje
sie np. do sieciowania arabinoksylanéw, dzigki czemu
utworzona sie¢ poprzecznych wigzan polimeréw
wplywa pozytywnie na miekisz i chrupko$¢ pieczywa
[40]. Lakazy, zamiast fizycznych adsorbentéw jak SO,,
moga by¢ wykorzystywane do eliminacji niepozada-
nych pochodnych fenolowych, powodujacych ciem-
nienie i zmetnienie sokéw owocowych, piw i win [13,
40]. W ostatnim czasie pojawily sie nowe doniesienia
wskazujgce mozliwe zastosowanie MCO wyizolowa-
nych z hodowli bakterii fermentacji mlekowej m.in.
do usuwania amin biogennych z wina i niektérych
wytwordw kuchni orientalnej [2, 8, 25]. Wykorzystanie
MCO w przemysle spozywczym jest dos¢ powszechne.
Preparaty dostepne na rynku, takie jak Falouvorstar,
Suberase, LACCASE Y120, ktérych dzialanie opiera
sie na aktywno$ci lakazy sg z powodzeniem stosowane
w piwowarstwie, produkcji korkéow dla przemystu
winiarskiego i polepszaniu waloréw kolorystycznych
wyrobow spozywczych [40].

Enzymy z grupy MCO stosowane s3 jako biokata-
lizatory w reakcjach otrzymywania wielu substancji
aktywnych wchodzacych w sklad chemii gospodar-
czej, produktow do pielegnacji ciata oraz lekéw cha-
rakteryzujacych sie dzialaniem przeciwdrobnoustro-
jowym i przeciwutleniajacym [79, 93]. Takie dzialanie
wykazuje jod czasteczkowy (1), ktérego otrzymywanie
poprzez utlenienie I opisano dla MCO wyizolowanych
z hodowli Alphaproteobacterium sp. Q-1 i Roseovarius
sp. A-2 [81, 88]. Silna aktywnos¢ przeciwgrzybicza udo-
wodniono takze dla jodowanych zwiazkéw fenolowych
otrzymywanych w reakcji katalizowanej przez lakaze
[31, 78]. Lakazy z powodzeniem wykorzystywane sa
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réwniez jako biokatalizatory w syntezie lekéw m.in.
antybiotykow [-laktamowych i substancji przeciw-
nowotworowych np. winblastyny lub mitomycyny [45,
56]. Od 2006 roku, kiedy to po raz pierwszy wyka-
zano aktywnos¢ antyproliferacyjng lakazy, trwajg inten-
sywne badania nad wykorzystaniem tego enzymu jako
czynnika przeciwnowotworowego [92]. Zdolnos¢ do
hamowania podzialéw komorek raka piersi, watroby,
jelita grubego i prostaty udowodniono wobec lakaz
pochodzacych od roznych gatunkéw podstawczakow
(68, 70]. Zastosowanie lakazy wytwarzanej przez Cer-
rena unicolor w leczeniu nowotworéw krwi oraz raka
szyjki macicy zostalo wykazane i objete ochrong paten-
towa [37, 54]. Enzym dodany w odpowiednim stezeniu
charakteryzowat sie silnie cytotoksycznym dziataniem
wobec komorek raka szyjki macicy linii SiHa i CaSki,
jednocze$nie nie wptywajac niekorzystnie na komarki
tibroblastyczne stanowiace ukfad odniesienia [59]. Ten
sam enzym dziatal proapoptotycznie na komorki nowo-
tworéw krwi linii Jurkat oraz RPMI 8226 [55]. MCO
moga réwniez dziata¢ przeciwwirusowo. Lakaza grzyba
Lentinus tigrinus hamuje aktywno$¢ odwrotnej trans-
kryptazy HIV-1, bez ktdrej wirus nie jest zdolny trans-
krybowa¢ materiatu genetycznego z RNA na DNA [96].

MCO moga by¢ wykorzystane do celéw analitycz-
nych m.in. testow biologicznych, enzymatycznych
i immunochemicznych [94]. Lakaze wykorzystuje sie
do wykrywaniu obecnosci morfiny [5]. Z kolei biosen-
sory oparte na oksydazie bilirubinowej (BOD) zapro-
jektowane w celu dokladnego okreslenia poziomu bili-
rubiny, ktdrej zbyt wysokie stezenie w ludzkiej surowicy
jest $miertelne, charakteryzujg si¢ wysoka czuloscig
i skutecznoscia [28]. Co wiecej oksydaza bilirubinowa
i oksydaza askorbinianowa zostaly wykorzystane do
badan klinicznych, ktérych celem bylo wyeliminowa-
nie efektu askorbinianu, ktéry niekorzystnie oddzia-
tywal na watrobe [76]. Aktywnos¢ katalityczng MCO,
ktdrej towarzyszy redukeja tlenu do czgsteczek wody,
wykorzystuje sie do pozyskania elektronow, czyli sity
napedowej bioogniw [52, 77].

Lakaza w przemysle kosmetycznym stuzy do pro-
dukcji barwnikéw i moze by¢ stosowana w nietoksycz-
nych farbach do wloséw zamiast czynnika utleniajacego
- nadtlenku wodoru [4]. Takie preparaty sg wygodniej-
sze w uzyciu i mniej draznigce dla organizmu z uwagi na
zastgpienie czynnika utleniajacego, ktory ostabia wlosy
i niszczy ich strukture [13]. Co wiecej lakazy, poprzez
zmniejszenie zawarto$ci melaniny, moga by¢ wykorzy-
stywane w preparatach rozjasniajacych skore [40].

Biosynteza barwnikow z wykorzystaniem lakazy
stanowi przyjazng dla srodowiska alternatywe do che-
micznej syntezy barwnikow tekstylnych i pozwala zre-
dukowac¢ koszty procesu. Substancje otrzymane w ten
sposob odznaczaja si¢ szeroka gama barw i trwaloscig
poréwnywalng z barwnikami syntetycznymi [33].

Z drugiej strony enzymy te mozna wykorzystywa¢ takze
do odbarwiania tkanin (np. jeansu) lub przeksztalca-
nia prekursoréw barwnikéw do ich aktywnych form,
zwigkszajac wydajnos¢ procesu barwienia [66]. Pozwala
to na ograniczenie uzycia chemicznych wybielaczy i jest
szczegodlnie uzyteczne dla tkanin wrazliwych na zwiazki
chemiczne [94].

Dzigki zdolno$ci usuwania toksycznych fenoli
powstajacych podczas degradacji ligniny lakazy uczest-
nicza w reakcjach jej depolimeryzacji [93]. Dodatkowo
enzymy te moga by¢ uzyteczne w modyfikacji wiokien
celulozowych [40]. W celu usprawnienia procesow utle-
niania niefenolowych zwigzkow dzialanie lakaz wspo-
magane jest mediatorami np. ABTS, TEMPO, HBT.
Jednak najwigkszym ograniczeniem pozostaje koszt
syntetycznych mediatorow [94].

W procesach bioremediacji skazonych terendw szcze-
golne zastosowanie znalazly lakazy, gléwnie pochodze-
nia grzybowego [36]. Enzymy te stosowane s3 zaréwno
w formie wolnej, jak i immobilizowanej do eliminacji
szerokiego spektrum toksycznych zwiazkéw takich jak:
zwigzki fenolowe, chlorofenole, cykliczne weglowo-
dory aromatyczne, alkeny wchodzacych w sktad m.in.
pestycydow. Enzymy z grupy MCO moga by¢ réwniez
wykorzystywane w unieszkodliwianiu zwigzkow zali-
czanych do grupy tzw. modulatoréw hormonalnych
(EDCs), czyli zwiazkéw niekorzystnie wptywajacych
na dzialanie ukfadu wewnatrzwydzielniczego ludzi
i zwierzat [58]. Badania przeprowadzone przez Garcia-
-Morales i wsp. [22] wykazaty wysoka wydajnos¢ bio-
katalityczng mieszaniny biatek (Lacl i LaclI) grzyba
Pycnoporus sanguineus CS43, ktorg wykorzystano do
biotransformacji EDCs takich jak bisfenol A, 4-nony-
lofenol, 17-a-etynyloestradiol i triklosan. Szeroko zba-
dane zostaly réwniez mozliwos$ci wielu lakaz, enzymow
LMCO oraz oksydazy bilirubinowej w dekoloryzacji
barwnikéw przemystowych i eliminacji ich ze $ciekow
[34, 94]. Na przyktad surowy ekstrakt lakaz pochodzacy
z grzyba P. nebrodensis wykazywat efektywna dekolo-
ryzacje (82,69%) zieleni malachitowej juz po godzinie
inkubacji [99].

6. Podsumowanie

Biatka MCO to enzymy, zawierajace od jednego do
sze$ciu atomow miedzi w czasteczce. Do grupy wielo-
miedziowych oksydaz zaliczane sg lakazy, ferroksydazy,
oksydaza askorbinianowa, oksydaza bilirubinowa, nie-
ktore pigmenty grzybowe o charakterze wielomiedzio-
wych oksydaz oraz tzw. enzymy lakazo-podobne. MCO
posiadaja zdolnos¢ do utleniania zaréwno zwigzkow
organicznych, jak i nieorganicznych. Reakcjom kata-
lizowanym przez MCO towarzyszy redukcja tlenu
czasteczkowego do wody. Wiasciwosci te czynig je
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cennym narzedziem w procesach bioremediacji, medy-
cynie, przemysle farmaceutycznym, kosmetycznym oraz
w przemysle spozywczym.
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