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S u m m a r y

Progressing degradation of the natural environment has caused an increased

interest in the field of biological treatment of both water and soil polluted with

different xenobiotics. Aromatic compounds are considered to be one of the

most toxic and weakly degraded xenobiotics. The potential solution of the ac-

celerated environment’s pollution problem seems to be the bioremediation –

the process using the biological organisms to return the environment altered by

contaminants to its original condition. Dioxygenases isolated from the microor-

ganisms can be responsible for hydroxylation of the aromatic ring or for its

cleavage. Different types of the cleaving dioxygenases have been distinguished

due to the kind of the substrate they preferentially can degrade. Cleavage of the

aromatic ring facilitates further degradation of xenobiotics, and therefore the

dioxygenases are the key enzymes in the biodegradation process of these

xenobiotics.
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1. Wprowadzenie

Areny stanowi¹ w œrodowisku du¿¹ grupê zwi¹zków che-

micznych, pochodzenia zarówno antropogenicznego, jak i natu-

ralnego, i charakteryzuj¹ siê wysok¹ stabilnoœci¹ struktury pierœ-

cienia aromatycznego. Cecha ta decyduje o wykorzystaniu, na

szerok¹ skalê w ró¿norodnych ga³êziach przemys³u, naturalnych

i nienaturalnych substancji aromatycznych, a jednoczeœnie spra-
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wia, ¿e ksenobiotyczne zwi¹zki aromatyczne akumuluj¹ siê w œrodowisku natural-

nym (1). Dlatego te¿ w ostatnich latach du¿o uwagi poœwiêca siê poszukiwaniom

efektywnych, biologicznych metod oczyszczania terenów zanieczyszczonych zwi¹z-

kami aromatycznymi. Jedn¹ z tych metod jest bioremediacja, czyli zespó³ procesów

prowadzonych przez organizmy, którego skutkiem jest czêœciowe lub ca³kowite

usuniêcie ze œrodowiska czynnika zanieczyszczaj¹cego. Grup¹ organizmów, któr¹

najczêœciej wykorzystuje siê w bioremediacji œrodowisk zanieczyszczonych zwi¹z-

kami aromatycznymi s¹ mikroorganizmy.

2. Rola dioksygenaz w degradacji zwi¹zków aromatycznych

Porównanie szlaków rozk³adu zwi¹zków aromatycznych pozwoli³o wyró¿niæ

3 zasadnicze etapy ich biodegradacji. Transformacja wyjœciowej struktury ksenobio-

tyku o budowie aromatycznej do jednego z czterech zasadniczych intermediatów:

katecholu, kwasu protokatechowego, hydroksyhydrochinonu lub kwasu gentyzyno-

wego odbywa siê na drodze tzw. peryferycznych szlaków rozk³adów. Podstawowym

etapem w rozk³adzie arenów jest jednak rozszczepienie pierœcienia aromatycznego,

w efekcie którego powstaj¹ zwi¹zki alifatyczne, które w trzecim etapie biodegrada-

cji, z udzia³em szeregu enzymów, ulegaj¹ przekszta³ceniu do intermediatów cyklu

Krebsa (1-16).

Chocia¿ g³ówna rola przypisywana dioksygenazom jest zwi¹zana z procesem

rozszczepienia stabilnego pierœcienia aromatycznego, mog¹ one tak¿e pe³niæ funk-

cjê w szlakach peryferyjnych. W transformacji zwi¹zków typu benzen czy naftalen,

których pierwotna struktura nie posiada ¿adnej grupy hydroksylowej, uczestnicz¹

dioksygenazy hydroksyluj¹ce [EC 1.14.12.X], wprowadzaj¹ce do pierœcienia aroma-

tycznego dwie grupy hydroksylowe (5,7,12). Natomiast dioksygenazy rozszczepia-

j¹ce katalizuj¹ drugi etap degradacji zwi¹zków aromatycznych, polegaj¹cy na rozer-

waniu wi¹zania wêgiel-wêgiel pierœcienia poprzez przy³¹czenie cz¹steczki tlenu

i wytworzenie nienasyconych kwasów alifatycznych. Podzia³ dioksygenaz rozszcze-

piaj¹cych pierœcieñ na intradiolowe i ekstradiolowe jest zwi¹zany z obecnoœci¹ pod-

stawników hydroksylowych przy atomach wêgla, pomiêdzy którymi dochodzi do ro-

zerwania wi¹zania. Je¿eli rozciêciu ulega wi¹zanie pomiêdzy atomami wêgla, z któ-

rych ka¿dy zawiera grupê hydroksylow¹ jako podstawnik, reakcja ta jest katalizowa-

na przez dioksygenazy intradiolowe, czyli pierwszy enzym szlaku orto rozk³adu

zwi¹zków aromatycznych. Natomiast je¿eli tylko jeden z atomów wêgla, pomiêdzy

którymi dojdzie do rozerwania wi¹zania, posiada podstawnik hydroksylowy, wów-

czas w proces ten zaanga¿owane s¹ dioksygenazy ekstradiolowe, pierwsze enzymy

szlaku meta rozk³adu zwi¹zków aromatycznych (8,12-14).

Pocz¹tkowo s¹dzono, ¿e nie ma zasadniczych ró¿nic pomiêdzy dioksygenazami

intradiolowymi a ekstradiolowymi. Wykazano jednak póŸniej, ¿e enzymy te charak-

teryzuj¹ siê ca³kowicie odmienn¹ struktur¹ i mechanizmem dzia³ania. Ponadto diok-
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sygenazy ekstradiolowe s¹, jak siê wydaje, enzymami o znacznie szerszym spek-

trum dzia³ania ni¿ dioksygenazy intradiolowe. Te ostatnie do dzia³ania bezwzglêd-

nie wymagaj¹ obecnoœci dwóch grup hydroksylowych w pozycji orto wzglêdem sie-

bie. Tymczasem stwierdzono, ¿e nie wszystkie aromatyczne substraty dioksygenaz

typu ekstradiolowego posiadaj¹ dwie s¹siaduj¹ce ze sob¹ grupy hydroksylowe. Kwas

gentyzynowy lub jego podstawione pochodne, w których grupy hydroksylowe usy-

tuowane s¹ wzglêdem siebie w pozycji para, s¹ g³ównymi intermediatami w tleno-

wym rozk³adzie takich zwi¹zków jak dibenzofuran, naftalen, salicylany, 3-hydroksy-

benzoesan czy niektóre halogenowane wêglowodory aromatyczne (15). Degradacja

gentyzynianu katalizowana jest przez 1,2-dioksygenazê gentyzynianow¹ [EC 1.13.11.4],

która rozszczepia pierœcieñ aromatyczny pomiêdzy wêglem podstawionym grup¹

hydroksylow¹ a s¹siednim wêglem z podstawnikiem karboksylowym (2,16,17). Ten

sam sposób rozszczepienia pierœcienia aromatycznego przez dioksygenazy typu

ekstradiolowego jest charakterystyczny dla hydrochinonu, kwasu salicylowego,

2-aminofenolu oraz jego metylowych i chlorowych pochodnych (1,3,18). W przeci-

wieñstwie do typowych substratów dioksygenaz ekstradiolowych, zwi¹zki te s¹

albo dihydroksylowane w pozycji para lub/i posiadaj¹ grupê hydroksylow¹ w pozycji

orto wzglêdem grup karboksylowej lub aminowej (1). Dlatego te¿ niektórzy autorzy

wydzielaj¹ dioksygenazy katalizuj¹ce taki sposób rozszczepienia jako trzeci¹ rodzi-

nê dioksygenaz (15).

3. Charakterystyka dioksygenaz hydroksyluj¹cych

Dioksygenazy hydroksyluj¹ce s¹ enzymami nale¿¹cymi do niehemowych oksyge-

naz typu Rieskego, zawieraj¹cych w centrum aktywnym klaster [2Fe-2S] i maj¹cymi

jedno lub dwa bia³ka transportuj¹ce elektrony, które poprzedzaj¹ terminaln¹ oksy-

genazê (5,19-21). Bia³ka nale¿¹ce do rodziny dioksygenaz hydroksyluj¹cych zosta³y

podzielone na trzy grupy, ze wzglêdu na liczbê komponentów i ich budowê. Enzy-

my klasy I s¹ dwukomponentowymi bia³kami. Pierwszym elementem w ³añcuchu

przekazu elektronów jest reduktaza zawieraj¹ca flawinê i centrum ¿elazowo-siarko-

we [2Fe-2S], drugim dioksygenaza terminalna. Przedstawicielami tej klasy s¹ m.in.

dioksygenaza kwasu benzoesowego, dioksygenaza ftalanowa i 3,4-dioksygenaza

4-chlorofenylooctanowa. W klasie tej dokonuje siê podzia³u na podklasy IA i IB, za-

wieraj¹ce odpowiednio, FMN i FAD. Enzymy nale¿¹ce do klasy II sk³adaj¹ siê

z trzech elementów: reduktazy zawieraj¹cej flawinê, ale pozbawionej centrum ¿ela-

zowo-siarkowego, ferredoksyny i terminalnej oksygenazy. Podklasa IIA, której przed-

stawicielem jest dioksygenaza pyrazonowa, posiada ferredoksynê typu roœlinnego,

w przeciwieñstwie do przedstawicieli podklasy IIB, zawieraj¹cych ferredoksynê

z klasterem [2Fe-2S] typu Rieskego. Przedstawicielami tej podklasy s¹ dioksygenaza

toluenowa i 1,2-dioksygenaza benzenowa. Tak¿e trzy komponenty bia³kowe tworz¹

dioksygenazy hydroksyluj¹ce III klasy. S¹ to: reduktaza zawieraj¹ca flawinê oraz
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centrum ¿elazowo-siarkowe [2Fe-2S], [2Fe-2S] ferredoksyna i terminalna oksygena-

za. Klasa ta reprezentowana jest przez dioksygenazê naftalenow¹ (5,6,8,22).

Sekwencje aminokwasowe katalitycznych podjednostek � oksygenaz terminal-

nych oraz okreœlenie ich substratów jest podstaw¹ drugiego podzia³u dioksygenaz

hydroksyluj¹cych, wed³ug którego wyró¿nia siê cztery rodziny dioksygenaz hydrok-

syluj¹cych: toluenowo/bifenylow¹, naftalenow¹, benzoesanow¹ i ftalanow¹. Rodzina

toluenowo/bifenylowa to enzymy wystêpuj¹ce, zarówno u Gram-dodatnich, jak

i Gram-ujemnych bakterii, bior¹ce udzia³ w degradacji toluenu, benzenu, izopropy-

lobenzenu, chlorobenzenu i bifenylu. Do rodziny naftalenowej nale¿¹ tylko enzymy

mikroorganizmów Gram-ujemnych, hydroksyluj¹cych naftalen i fenantren oraz ni-

trobenzen i nitrotoluen. Rodzina benzoesanowa jest zró¿nicowan¹ grup¹ zawie-

raj¹c¹ enzymy utleniaj¹ce kwasy aromatyczne, takie jak: benzoesowy, metylobenzo-

esowy, antranilowy, 2-chlorobenzoesowy, trichlorofenoksyoctowy i izopropyloben-

zoesowy. Oksygenazy rodzin toluenowo/bifenylowej, naftalenowej oraz benzoesa-

nowej s¹ heteromultimerami zawieraj¹cymi podjednostki � i �. Rodzina ftalanowa

jest du¿¹ i zró¿nicowan¹ grup¹ enzymów, których oksygenazy terminalne s¹ homo-

multimerami zbudowanymi z �n podjednostek. Rodzina ta zawiera enzymy, które

hydroksyluj¹ poza kwasem ftalowym, takie kwasy aromatyczne jak waniliowy,

3-chlorobenzoesowy czy fenoksybenzoesowy. Kilka dioksygenaz hydroksyluj¹cych,

takich jak anilinowa, salicylanowa czy 3-fenylopropionowa, nie zosta³y zaklasyfiko-

wane do ¿adnej z tych klas (19,21).

Komponenty bia³kowe wchodz¹ce w sk³ad dioksygenaz hydroksyluj¹cych tworz¹

³añcuch przenoœników elektronów z NAD(P)H na koñcow¹ oksygenazê (rys. 1).

Pierwszym etapem reakcji hydroksylacji pierœcienia aromatycznego jest dwuelektro-

nowa redukcja grupy prostetycznej, FAD lub FMN, reduktazy, przy jednoczesnym

utlenieniu NAD(P)H. W trójkomponentowej dioksygenazie hydroksyluj¹cej masa

molekularna reduktazy flawinowej wynosi 42-67 kDa, podczas gdy w dwukompo-

nentowej mieœci siê w zakresie 34-38 kDa. Z flawiny pojedyncze elektrony s¹ na-

stêpnie przekazywane na centrum ¿elazowo-siarkowe [2Fe-2S], bêd¹ce elementem

reduktazy zawieraj¹cej flawinê lub oddzielnego bia³ka ferredoksyny. Ferredoksyna

pe³ni rolê elementu poœrednicz¹cego w ³añcuchu transportu elektronów, przeka-

zuj¹c elektrony na terminaln¹ oksygenazê. Ferredoksyna jest ma³ym bia³kiem o ma-

sie molekularnej 12-15 kDa, zawieraj¹cym klaster [2Fe-2S] o w³aœciwoœciach spek-

troskopowych i potencjale redoks zbli¿onym do klasterów [2Fe-2S] typu Rieskego.

Ich centrum zawiera Fe2S4N2, w którym jeden jon ¿elaza jest po³¹czony z bia³kiem

przez dwie reszty histydyny, a drugi przez dwie reszty cysteiny (5,8,23). Terminalna

oksygenaza, bêd¹ca du¿ym, bia³kowym kompleksem, jest odpowiedzialna za wpro-

wadzenie dwóch grup hydroksylowych do pierœcienia aromatycznego substratu. En-

zym ten buduje maksymalnie szeœæ podjednostek, dwóch typów: � i �, o ³¹cznej ma-

sie molekularnej 150-210 kDa. Podjednostki terminalnej oksygenazy mog¹ byæ zor-

ganizowane w tetramery �2�2, jak w dioksygenazie benzenowej czy toluenowej lub

heksamery �3�3, tworz¹ce oksygenazê terminaln¹ dioksygenazy kwasu benzoeso-
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wego i naftalenowej. Terminalne oksygenazy mog¹ byæ te¿ zbudowane tylko z pod-

jednostek �, jak na przyk³ad w 3,4-dioksygenazie 4-siarkobenzoesowej, która zbu-

dowana jest z dwóch podjednostek �, 3,4-dioksygenazie 4-chlorofenylooctowej,

sk³adaj¹cej siê z trzech podjednostek �, czy dioksygenazie ftalanowej, zbudowanej

z czterech podjednostek � (5,23,24). Konfiguracja podjednostek terminalnej oksy-

genazy sta³a siê podstaw¹ do kolejnego podzia³u dioksygenaz hydroksyluj¹cych,

tym razem na piêæ klas, z których ka¿da zawiera dioksygenazy o innym u³o¿eniu

podjednostek (25).

Ka¿da podjednostka � zawiera bia³ko Rieskego, które odbiera elektrony od fer-

redoksyny, oraz niehemowo zwi¹zane ¿elazo. Dwa jony ¿elaza w bia³ku Rieskego

wystêpuj¹ na plus trzecim stopniu utlenienia i s¹ zwi¹zane z bia³kiem w identyczny

sposób jak w klastrze [2Fe-2S] ferredoksyny (6,19,23,24,26,27). W przeciwieñstwie

do bia³ek Rieskego kompleksów mitochondrialnego bc1 i chloroplastowego b6f, któ-

rych potencja³ redoks wynosi blisko +300 mV, bia³ko Rieskego dioksygenaz hydrok-

syluj¹cych charakteryzuje siê potencja³em oksydoredukcyjnym -150 mV i nie wyka-

zuje jonizacji (22,26). Uwa¿a siê, ¿e niehemowo zwi¹zany jon ¿elaza na plus drugim

stopniu utlenienia, znajduj¹cy siê w centrum katalitycznym podjednostki �, odpo-

wiada za aktywacjê tlenu (28). Utworzenie po³¹czenia ¿elaza z tlenem cz¹steczko-

wym, w postaci nadtlenku ¿elaza, jest g³ównym etapem reakcji hydroksylacji. Po-

wsta³y kompleks Fe-O-O-substrat mo¿e albo podlegaæ redukcji, albo mostek tleno-

wy mo¿e ulec rozerwaniu (23). W wyniku koordynacyjnego po³¹czenia centralnego

atomu ¿elaza z uk³adem trzech aminokwasów podjednostki � oksygenazy terminal-

nej, powstaje tak zwany motyw 2-His-1-karboksylowy (ang. 2-His-1-carboxylate motif).

Mog¹ go tworzyæ, zlokalizowane w centralnej czêœci sekwencji aminokwasowej

wszystkich znanych podjednostek �: histydyna, tyrozyna, glutaminian lub asparagi-

nian (28,29). Wykazano, ¿e w dioksygenazie toluenowej s¹ to His-222, His-228,

Glu-214, natomiast w dioksygenazie naftalenowej: His-208, His-213, Glu-200 lub

Asp-362 (19,23,24,30). Zamiana któregokolwiek z tych aminokwasów na alaninê, na

drodze mutagenezy, wywo³uje inaktywacjê enzymu, co potwierdza wczeœniejsze
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przypuszczenia, ¿e aminokwasy te s¹ ligandami Fe+2 (22,28,29). W badaniach kry-

stalograficznych bia³ka Rieskego dioksygenazy naftalenowej wykazano, ¿e odleg-

³oœæ pomiêdzy klasterem [2Fe-2S] a niehemowo zwi¹zanym Fe2+ podjednostki �

wynosi 43,5 Å, co uniemo¿liwia przejœcie elektronów z klastera [2Fe-2S] do Fe2+.

Natomiast odleg³oœæ pomiêdzy klasterem [2Fe-2S] jednej podjednostki � a niehe-

mowo zwi¹zanym Fe2+ drugiej podjednostki � wynosi tylko 12 Å. Dlatego te¿ za-

proponowano, ¿e centrum katalityczne terminalnej oksygenazy zlokalizowane jest

na po³¹czeniu dwóch podjednostek �, a elektrony transportowane s¹ z klastera

[2Fe-2S] jednej podjednostki � do Fe2+ s¹siedniej podjednostki �. Pokonanie przez

elektrony odleg³oœci 12 Å pomi¹dzy centrum Rieskego a Fe2+ jest mo¿liwe dziêki

Asn-205. Umo¿liwia ona wytworzenie wi¹zania wodorowego pomiêdzy His-208,

zwi¹zan¹ z centralnym jonem ¿elaza jednej podjednostki a His-104, wi¹¿¹c¹ klaster

[2Fe-2S] s¹siedniej podjednostki �. Wymiana Asn-205 na inny aminokwas znosi ak-

tywnoœæ dioksygenazy hydroksyluj¹cej, co œwiadczy o znaczeniu tego pomostowe-

go aminokwasu w transporcie elektronów (24,27,29). Podjednostka � nie bierze

bezpoœredniego udzia³u w katalizie reakcji hydroksylacji, choæ niektórzy autorzy

uwa¿aj¹, ¿e mo¿e ona byæ odpowiedzialna za specyficznoœæ substratow¹ dioksyge-

naz toluenowej i bifenylowej. Uwa¿a siê jednak, ¿e g³ówn¹ rolê w specyficznym

wi¹zaniu substratu odgrywa podjednostka �, co wykazali Parales i wsp. Natomiast

podjednostka � mo¿e odgrywaæ rolê w utrzymywaniu razem podjednostek � oraz

w formowaniu produktu (5,31,33).

4. Budowa i w³aœciwoœci chemiczne dioksygenaz intradiolowych

W analizie strukturalnej oraz porównania sekwencji aminokwasowych dioksyge-

naz intradiolowych wykazuje siê, ¿e wszystkie opisane dotychczas enzymy, prze-

prowadzaj¹ce rozszczepienie typu orto, nale¿¹ do jednej linii ewolucyjnej. Enzymy

te s¹ najczêœciej homo- lub heteromultimerami, zawieraj¹cymi ró¿n¹ iloœæ trójwar-

toœciowego ¿elaza na mol enzymu (13,33). Mimo ró¿nego uk³adu podjednostek, do-

meny katalityczne tych enzymów wykazuj¹ podobn¹ strukturê pofa³dowania oraz

sk³ad aminokwasowy (34). Dlatego te¿ podzia³u dioksygenaz intradiolowych doko-

nuje siê ze wzglêdu na stopieñ powinowactwa do substratu. Dzieli siê je na trzy kla-

sy: 1,2-dioksygenazy katecholowe [EC 1.13.11.1], 3,4-dioksygenazy kwasu protoka-

techowego [EC 1.13.11.3] i 1,2-dioksygenazy hydroksyhydrochinonowe [EC 1.13.11.37]

(1). Wœród dioksygenaz katecholowych wyró¿nia siê dwie podklasy. Do pierwszej

nale¿¹ dioksygenazy charakteryzuj¹ce siê wysok¹ specyficznoœci¹ w stosunku do ka-

techolu i nie transformuj¹ce jego uchlorowanych pochodnych z wyj¹tkiem 4-chloro-

katecholu (35). W drugiej podklasie znalaz³y siê dioksygenazy katalizuj¹ce rozszcze-

pienie katecholu i jego podstawionych pochodnych, a zatem cechuj¹ce siê szersz¹

specyficznoœci¹ substratow¹ (34,36). 3,4-Dioksygenazy kwasu protokatechowego s¹

najczêœciej oligomerami wykazuj¹cymi du¿¹ specyficznoœæ substratow¹ wzglêdem
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kwasów hydroksybenzoesowych (12,34). 1,2-Dioksygenazy hydroksyhydrochinono-

we rozszczepiaj¹ pierœcieñ aromatyczny trihydroksybenzenu i podobnie jak dioksy-

genazy katecholowe s¹ g³ównie homodimerami (1,36,37).

W badaniach krystalograficznych dioksygenaz intradiolowych wykazano istnie-

nie dwóch odmian struktury przestrzennej tych enzymów. Modelowymi enzymami

grupy 3,4-dioksygenaz kwasu protokatechowego s¹ enzymy wyizolowane z komó-

rek szczepów Pseudomonas putida B-10 oraz Acinetobacter sp. ADP1. S¹ one zbudowa-

ne z protomerów, na które sk³adaj¹ siê dwie podjednostki bia³kowe � i �, two-

rz¹cych oligomeryczne struktury tych dioksygenaz. Izolacje 1,2-dioksygenazy ka-

techolowej szczepu Acinetobacter sp. ADP1, 1,2-dioksygenazy 4-chlorokatecholowej

szczepu Rhodococcus opacus 1CP czy 1,2-dioksygenazy hydroksyhydrochinonowej

szczepu Nocardioides simplex 3E pozwoli³y okreœliæ strukturê charakterystyczn¹ dla

1,2-dioksygenaz katecholowych i hydroksyhydrochinonowych. Enzymy te s¹ najczêœ-

ciej homodimerami utworzonymi przez podjednostki o masie molekularnej w za-

kresie 30-40 kDa ka¿da (1,38). Podjednostki � i � 3,4-dioksygenazy kwasu protoka-

techowego, homologiczne wzglêdem siebie, zbudowane s¹ odpowiednio z oko³o

200 i 230 reszt aminokwasowych. Stopieñ podobieñstwa pomiêdzy podjednostk¹ �

i � 3,4-dioksygenazy szczepu Pseudomonas putida B-10 wynosi 30%, a dla podjedno-

stek 3,4-dioksygenazy szczepu Acinetobacter sp. ADP1 26%. Natomiast w zestawieniu

sekwencji aminokwasowych podjednostek � i � pomiêdzy gatunkami wykazano po-

dobieñstwo, odpowiednio, dla podjednostki � oraz �, 46 do 56% oraz 55 do 65%.

W badaniach struktury podjednostek 3,4-dioksygenaz kwasu protokatechowego wy-

kazano, ¿e charakteryzuj¹ siê one podobn¹ struktur¹ trzeciorzêdow¹. Ich wspóln¹

cech¹ jest oœmioniciowa �-kartka, zagiêta w po³owie dla utworzenia dwóch, cztero-

niciowych warstw. Otwarte brzegi zagiêtej �-kartki s¹ utrzymywane razem dziêki

utworzeniu wi¹zañ wodorowych z atomami ³añcucha g³ównego bia³ka. Miejsce ak-

tywne ka¿dego protomeru zlokalizowane jest na jednym koñcu rozleg³ej po-

wierzchni pomiêdzy podjednostkami � i �, w pobli¿u szczytu oligomeru, po zew-

nêtrznej stronie bia³ka. Podjednostka � dostarcza wiêkszoœci aminokwasów zlokali-

zowanych w s¹siedztwie trójwartoœciowego ¿elaza. Pozosta³e aminokwasy pocho-

dz¹ z N-koñcowej czêœci podjednostki � (1,39). ¯elazo trójwartoœciowe, niezwi¹za-

nej z substratem, 3,4-dioksygenazy kwasu protokatechowego jest koordynowane

przez ³añcuchy boczne czterech aminokwasów: pierœcienie imidazolowe His-460

i His-462 oraz reszty fenolowe Tyr-408 i Tyr-447. Pi¹tym ligandem ¿elaza jest grupa

hydroksylowa z cz¹steczki wody (1,38,40,41). Podobnie koordynowane jest ¿elazo

w 1,2-dioksygenazach katecholowych i hydroksyhydrochinonowych, gdzie aksialny-

mi ligandami s¹ His-226 i Tyr-200, a ekwatorialnymi Tyr-164, His-224 oraz grupa hy-

droksylowa (1,34,37,40).

1,2-Dioksygenazy katecholowe i hydroksyhydrochinonowe s¹ homodimerami,

których podjednostki zbudowane s¹ z oko³o 300 reszt aminokwasowych, tworz¹-

cych dwie domeny. Budowa rdzenia domeny katalitycznej odpowiada budowie do-

meny katalitycznej 3,4-dioksygenazy kwasu protokatechowego. Typow¹ dla 1,2-dio-
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ksygenaz jest natomiast domena N-terminalna, poœrednicz¹ca w dimeryzacji pod-

jednostek. Sk³ada siê ona z oko³o 100 aminokwasów, tworz¹cych maksymalnie piêæ

helis. Helisy dwóch podjednostek przenikaj¹ siê wzajemnie tworz¹c strukturê dime-

ru i jednoczeœnie hydrofobowy tunel, do którego mog¹ byæ do³¹czane cz¹steczki

fosfolipidów. W zestawieniu sekwencji aminokwasowych 1,2-dioksygenaz katecho-

lowych wykazano, ¿e domena z motywem helikalnego zamka b³yskawicznego (ang.

helical-zipper) jest charakterystyczna dla enzymów z tej rodziny. Istnieje kilka hipo-

tez wyjaœniaj¹cych znaczenie tego motywu. W jednej z nich zak³ada siê, ¿e hydrofo-

bowy tunel odpowiada za wzrost miejscowej koncentracji substratu. Wydaje siê to

jednak ma³o prawdopodobne, gdy¿ katechol jest zwi¹zkiem rozpuszczalnym w stê-

¿eniach znacznie przekraczaj¹cych stê¿enia fizjologiczne. Ponadto nie stwierdzono

wystêpowania dla substratu bezpoœredniej drogi od tunelu do centrum aktywnego

enzymu. Uwa¿a siê równie¿, ¿e fosfolipidy przy³¹czone do hydrofobowego tunelu

s³u¿¹ jako cz¹steczki efektorowe. Odpowiadaj¹ one za zmiany konformacyjne cen-

trum aktywnego enzymu, co z kolei umo¿liwia przy³¹czenie do hydrofobowego

fragmentu enzymu laktonizuj¹cego cis,cis-mukonian, czyli kolejnego enzymu szlaku

orto. Dziêki temu w komórce zachowane jest niskie stê¿enie intermediatów, które

mog¹ byæ dla niej potencjalnie toksyczne. Uwa¿a siê równie¿, ¿e hydrofobowy frag-

ment dioksygenaz mo¿e wp³ywaæ na p³ynnoœæ dwuwarstwy lipidowej. Zwi¹zki aro-

matyczne znane s¹ z antybakteryjnych w³aœciwoœci ze wzglêdu na ich wp³yw na inte-

gralnoœæ i funkcjonalnoœæ b³ony komórkowej. Wykazano jednak, ¿e niektóre mikro-

organizmy rozwinê³y mechanizmy pozwalaj¹ce pokonaæ toksycznoœæ zwi¹zków aro-

matycznych. Mog¹ one wypompowywaæ z komórki wêglowodory aromatyczne przy

u¿yciu energozale¿nej pompy, utrzymuj¹c ich stê¿enie w komórce na bezpiecznym

poziomie. Drugi, alternatywny mechanizm, polega na zmianie p³ynnoœci warstwy

fosfolipidowej. Przypuszcza siê, ¿e dziêki hydrofobowemu regionowi, dioksygenazy

intradiolowe mog¹ wi¹zaæ fosfolipidy b³ony komórkowej lub nowo zsyntetyzowane

w komórce fosfolipidy. Powoduje to uwalnianie z b³ony hydrofobowych wêglowo-

dorów aromatycznych i ich wi¹zanie w centrum aktywnym enzymu. Efektem tego

procesu jest wzrost sztywnoœci b³ony komórkowej, a w konsekwencji zmniejszenie

jej przepuszczalnoœci, co zabezpiecza komórkê przed toksycznym stê¿eniem zwi¹z-

ków aromatycznych w œrodowisku (1,12,34,38,42).

1,2-Dioksygenaza katecholowa szczepu Pseudomonas arvilla C-1 uwa¿ana by³a za

heterodimer zbudowany z podjednostek � i �. Dopiero po oczyszczeniu tego enzy-

mu na kolumnie chromatograficznej z wype³nieniem DEAE-Toyopearl wykazano, ¿e

w rzeczywistoœci enzym ten wystêpuje w postaci trzech izozymów, utworzonych

przez kombinacjê dwóch ró¿nych podjednostek, tworz¹cych dimery ��, �� oraz ��

i koegzystuj¹cych wspólnie w komórce. Wszystkie trzy izozymy charakteryzuj¹ siê

podobn¹ specyficznoœci¹ substratow¹, optymalnym pH oraz wartoœci¹ sta³ej Km

(1,43,44). Równie¿ podobnymi parametrami kinetycznymi reakcji enzymatycznych

oraz specyficznoœci¹ substratow¹ charakteryzuj¹ siê izozymy IsoA i IsoB z komórek

Acinetobacter radioresistens, pomimo ich strukturalnych ró¿nic objawiaj¹cych siê ró¿-
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n¹ mas¹ molekularn¹ oraz budow¹ podjednostkow¹. Najwy¿sz¹ aktywnoœæ IsoA

i IsoB stwierdzono podczas rozszczepienia pierœcienia aromatycznego katecholu.

Ni¿sz¹ aktywnoœæ izozymy te wykazuj¹ wzglêdem katecholi z podstawnikiem mety-

lowym w pozycji 3 oraz 4. Nie stwierdzono zdolnoœci tych izozymów do transforma-

cji 3-chlorokatecholu oraz kwasu protokatechowego. Izozymy IsoA i IsoB charakte-

ryzuj¹ siê natomiast ni¿sz¹ aktywnoœci¹ wzglêdem 4-metylokatecholu ni¿ izozymy

szczepu Pseudomonas arvilla C-1. Stwierdzono równie¿, ¿e wszystkie izozymy bada-

nych szczepów wykazuj¹ zarówno aktywnoœæ intradiolow¹, jak i w niewielkim stop-

niu aktywnoœæ ekstradiolow¹ (43-45).

Mechanizm rozszczepienia pierœcienia aromatycznego przez dioksygenazy intra-

diolowe zosta³ zaproponowany na podstawie biochemicznych, spektroskopowych

i strukturalnych badañ 1,2-dioksygenaz katecholowych oraz 3,4-dioksygenaz kwasu

protokatechowego. Reakcja wi¹zania substratu z enzymem jest procesem wieloeta-

powym, którego ostatecznym rezultatem jest zast¹pienie aksjalnej tyrozyny i ekwa-

torialnego jonu hydroksylowego 1,2-dioksygenazy lub 3,4-dioksygenazy przez, od-

powiednio, jon katecholanowy lub protokatecholanowy. Efektem tego jest ich akty-

wacja (1,12,37,38,46,47). W wyniku ataku ¿elaza na tlen, podczas którego dochodzi

do redukcji ¿elaza z +3 na +2 stopieñ utlenienia i powstanie Fe2+-semichinonu,

który reaguje bezpoœrednio z dwoma atomami tlenu, wytwarza siê struktura nad-
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tlenku C-O-O-Fe, co przedstawiono na rysunku 2 (41). W powsta³ym intermediacie

hydronadtlenkowym dochodzi do przegrupowania Criegee’a wzglêdem wi¹zania

wêgiel-wêgiel poprzez migracjê grupy acylowej, w konsekwencji której powstaje

nietrwa³a struktura laktonowa. Efektem hydrolizy bezwodnika laktonowego jest

uwolnienie produktu reakcji rozszczepienia pierœcienia aromatycznego, czyli kwasu

cis,cis-mukonowego (1,30,38,41).

5. Budowa i w³aœciwoœci biochemiczne dioksygenaz ekstradiolowych

Dioksygenazy ekstradiolowe odgrywaj¹ zasadnicz¹ rolê w biodegradacji zwi¹z-

ków aromatycznych, ze wzglêdu na znacznie szersze spektrum dzia³ania ni¿ dioksy-

genazy intradiolowe. Do tej pory na podstawie analizy budowy strukturalnej lub po-

równania sekwencji nukleotydowych i aminokwasowych dokonano kilku podzia³ów

enzymów przeprowadzaj¹cych rozszczepienie pierœcienia aromatycznego drog¹

meta. Pierwszego podzia³u dioksygenaz ekstradiolowych dokonali Harayama i Rekik

(33) na podstawie ich biochemicznych w³aœciwoœci. Wyró¿nili oni dwie rodziny, do

których zaklasyfikowali odpowiednio enzymy preferuj¹ce substraty jednopierœcie-

niowe i dwupierœcieniowe (33,48,49).

W 1996 r. Eltis i Bolin (48) przeprowadzili porównanie trzydziestu oœmiu dioksy-

genaz ekstradiolowych. Badania te umo¿liwi³y im wydzielenie dwóch, zasadniczo

ró¿nych od siebie, typów dioksygenaz ekstradiolowych. Typ I zawiera sekwencjê

PROSITE PS00082 i zosta³ podzielony na piêæ rodzin. Stopieñ zgodnoœci aminokwa-

sowej pomiêdzy nimi nie przekracza 22%. Rodzina I.1 zawiera jednodomenowe en-

zymy i jest dzielona na dwie podrodziny, w których zgodnoœæ sekwencji aminokwa-

sowej jest wiêksza ni¿ 54%. Rodzina I.2 zawiera dwudomenowe, zawieraj¹ce ¿elazo

enzymy, preferuj¹ce substraty monocykliczne, zgrupowane w piêæ podrodzin. Na

piêæ podrodzin podzielono równie¿ rodzinê I.3, obejmuj¹c¹ dwudomenowe enzy-

my, zawieraj¹ce ¿elazo i preferuj¹ce substraty bicykliczne. Rodziny I.4 i I.5 za-

wieraj¹ po jednym przedstawicielu, odpowiednio metapirokatechazê II z Alcaligenes

eutrophus JM22 i 2,3-dioksygenazê kwasu 3,4-dihydroksyfenylooctowego z Arthrobacter

globiformis. Typ II dioksygenaz ekstradiolowych zawiera trzy enzymy, których se-

kwencja nie pozwala na ich w³¹czenie do ¿adnej z rodzin typu I. S¹ to 4,5-dioksyge-

naza protokatechowa z Pseudomonas paucimobilis, 2,3-dioksygenaza katecholowa I

z Alcaligenes eutrophus JM222 oraz 3,4-dioksygenaza kwasu dihydroksyfenylooctowe-

go z Escherichia coli (49,50). Eltis i Bolin przeprowadzili równie¿ porównanie domen

N- i C-koñcowych dioksygenaz ekstradiolowych. Wykazali oni wysokie podobieñ-

stwo pomiêdzy domenami karboksylowymi oraz pomiêdzy domenami aminowymi.

Na podstawie analizy otrzymanych wyników zaproponowali, ¿e pierwotna dioksyge-

naza by³a bia³kiem jednodomenowym, które da³o podstawê dla wspó³czesnych

dwudomenowych enzymów poprzez duplikacjê domeny pierwotnej. Obserwowane

jednak ró¿nice w preferencjach substratowych mog¹ sugerowaæ istnienie dodatko-
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wego mechanizmu powstawania dwudomenowych dioksygenaz, którym mo¿e byæ

mutacja punktowa lub rekombinacja (48,51).

Na podstawie sekwencji aminokwasowych domen dioksygenaz ekstradiolowych,

równie¿ w 1996 r., Spence i wsp. (52) zaproponowali inny podzia³ tych enzymów na

trzy klasy. Klasa I zawiera enzymy jednodomenowe bêd¹ce homodimerami lub ho-

moheksamerami, o masie molekularnej podjednostki w zakresie 21-24 kDa, zawie-

raj¹cymi jon ¿elaza dwuwartoœciowego na podjednostkê. Klasa II obejmuje enzymy

dwudomenowe, w których ¿elazo (II) jest koordynowane przez ligandy C-terminal-

nej domeny. Dioksygenazy te zawieraj¹ jon ¿elaza dwuwartoœciowego na podjed-

nostkê o masie molekularnej 31-35 kDa. Enzymy katalizuj¹ce rozszczepienie pierœ-

cienia zwi¹zków monocyklicznych s¹ homotetramerami, natomiast homooktamery

rozszczepiaj¹ zwi¹zki bicykliczne, takie jak bifenyl. Enzymy dwudomenowe, w któ-

rych ¿elazo (II) mo¿e byæ koordynowane przez aminokwasy N-terminalnej domeny,

tworz¹ klasê III dioksygenaz ekstradiolowych. Obejmuje ona 1,2-dioksygenazê

2,3-dihydroksyfenylopropionianow¹ MhpB oraz 2,3-dioksygenazê 3,4-dihydroksyfe-

nylooctow¹ HpcB, wyizolowane z komórek Escherichia coli, 2,3-dioksygenazê ka-

techolow¹ MpcI (MPC – metapirokatechaza) pochodz¹c¹ z Alcaligenes eutrophus oraz

4,5-dioksygenazê kwasu protokatechowego LigAB gatunku Pseudomonas paucimobilis.

Ewolucja dioksygenaz ekstradiolowych w trzy klasy mo¿e byæ wyjaœniona mutacj¹

genu w czêœci koduj¹cej C- lub N-terminaln¹ domenê, poprzedzon¹ duplikacj¹ genu

koduj¹cego dioksygenazy jednodomenowe (52,53).

Najnowszego podzia³u dioksygenaz ekstradiolowych dokonano na podstawie

analizy sekwencji aminokwasowych oraz struktury przestrzennej enzymów. W po-

dziale tym wyró¿niono trzy typy. Pierwszy obejmuje dioksygenazy jedno- i dwudo-

menowe. Tworz¹ go enzymy nale¿¹ce do nadrodziny bia³ek, okreœlanych jako vicinal

oxygen chelate superfamily. Do tego typu nale¿¹ na przyk³ad dwudomenowe: 1,2-dio-

ksygenaza 2,3-dihydroksybifenylowa szczepu Burkholderia xenovorans LB400, 2,3-dio-

ksygenaza katecholowa szczepu Pseudomonas putida mt-2 czy dioksygenazy chloro-

hydrochinonowe oraz jednodomenowe izozymy 1,2-dioksygenazy 2,3-dihydroksybi-

fenylowej szczepu Rhodococcus globerulus P6. Drugi typ dioksygenaz ekstradiolo-

wych obejmuj¹ enzymy multimeryczne, zbudowane z jednego lub dwóch rodzajów

podjednostek. Przedstawicielami tego typu dioksygenaz s¹ m.in. 4,5-dioksygenaza

protokatechowa szczepu Sphingomonas paucimobilis SYK-6, 2,3-dioksygenaza kate-

cholowa I szczepu Alcaligenes eutrophus JMP222 czy 1,6-dioksygenaza 2-aminofeno-

lowa szczepu Pseudomonas pseudoalcaligenes JS45. Trzeci typ dioksygenaz ekstradio-

lowych nale¿y do nadrodziny bia³ek cupin i zawiera takie enzymy, jak 1,2-dioksyge-

naza gentyzynianowa wyizolowana z komórek Pseudomonas testosteroni czy dioksy-

genaza homogentyzynianowa (1,54-56). Na podstawie dotychczasowych badañ nad

pochodzeniem dioksygenaz ekstradiolowych dowodzi siê, ¿e nale¿¹ one do trzech

ewolucyjnie niezale¿nych rodzin. Nie zaobserwowano jednak œcis³ej korelacji po-

miêdzy specyficznoœci¹ substratow¹ tych dioksygenaz a ich ewolucyjnym pochodze-

niem (1).
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Dioksygenazy ekstradiolowe s¹ najczêœciej multimerami, w których ka¿da katali-

tyczna podjednostka zawiera jon dwuwartoœciowego metalu (1,57-60). Mimo ró¿nic

w budowie podjednostkowej dioksygenaz ekstradiolowych oraz ich filogenetycznym

pochodzeniu, wiêkszoœæ z nich charakteryzuje siê podobn¹ budow¹ miejsca aktyw-

nego i posiada te same ligandy jonu metalu. S¹ nimi dwie histydyny oraz glutami-

nian, tworz¹ce motyw 2-His-1-karboksylowy. Motyw ten wraz z dwoma cz¹steczkami

wody jest koordynacyjnie po³¹czony, najczêœciej, z ¿elazem na +2 stopniu utlenienia

(1,8,30,61). W badaniach krystalograficznych 1,2-dioksygenazy 2,3-dihydroksybifeny-

lu (BphC), wyizolowanej z Pseudomonas KKS102 wykazano, ¿e ka¿da jej podjednostka

zbudowana jest z N- i C-koñcowej domeny, zawieraj¹cych motyw �����. Wewn¹trz

cylindrycznej struktury w C-terminalnej domenie znajduje siê centrum aktywne enzy-

mu z jonem ¿elaza. W enzymie nie po³¹czonym z substratem, jon Fe2+ koordynuj¹

His-145 i His-209, Glu-260 i dwie cz¹steczki wody. Prawie identyczny uk³ad ligandów

wystêpuje w 1,2-dioksygenazie 2,3-dihydroksybifenylu szczepu Pseudomonas LB400

(1,38,62). Kita i wsp. (63) wykazali, ¿e 2,3-dioksygenaza katecholowa MPC szczepu

Pseudomonas putida mt-2 jest tetramerem zbudowanym z podjednostek �, z których

ka¿da zawiera pojedynczy jon Fe2+. 1,2-Dioksygenaza 2,3-dihydroksybifenylu i 2,3-dio-

ksygenaza katecholowa ró¿ni¹ siê budow¹ miejsca wi¹¿¹cego jon Fe2+. Monomer

2,3-dioksygenazy katecholowej sk³ada siê z N- i C-terminalnej domeny, zbudowanych,

odpowiednio, z oœmiu �-harmonijek i dwóch �-helis oraz dziewiêciu �-harmonijek

i czterech �-helis. Struktura � w C-terminalnej domenie tworzy strukturê przypomi-

naj¹c¹ lejek, którego jeden koniec jest otwarty do powierzchni cz¹steczki, drugi

w stronê tetrameru, a centralna czêœæ tworzy zag³êbienie. Zlokalizowane jest tam

centrum aktywne enzymu. Katechol i dwa atomy tlenu wchodz¹ do centrum aktyw-

nego poprzez szczelinê w otwartym regionie � lejka, sk³adaj¹cego siê g³ównie z hy-

drofobowych reszt aminokwasowych. Szczelina, przez któr¹ wchodzi substrat i tlen,

jest du¿o wê¿sza ni¿ w BphC, gdy¿ czêœciowo zas³aniaj¹ j¹ reszty metioniny i fenylo-

alaniny. Z budowy tej wynika specyficznoœæ substratowa metapirokatechazy. Ponie-

wa¿ bifenyl jest cz¹steczk¹ du¿o wiêksz¹ ni¿ katechol, nie mieœci siê on w szczelinie

prowadz¹cej do centrum aktywnego enzymu i w zwi¹zku z tym nie mo¿e on byæ roz-

szczepiany przez MPC (1,63). Chocia¿ MPC ró¿ni siê budow¹ przestrzenn¹ od BphC,

to jego centrum aktywne równie¿ zawiera motyw 2-His-1-karboksylowy. W ka¿dej

z czterech podjednostek � metapirokatechazy kofaktorami jonu Fe2+ s¹ His-153,

His-214 i Glu-265. 4,5-Dioksygenaza protokatechowa szczepu Sphingomonas paucimobilis

SYK-6, nie wykazuje podobieñstwa z sekwencj¹ aminokwasow¹ 1,2-dioksygenazy

2,3-dihydroksybifenylu ani metapirokatechazy, ale posiada bardzo podobne ligandy

¿elaza: His-12, His-61, Glu-242. O istotnym znaczeniu motywu 2-His-1-karboksylowe-

go w katalizie ekstradiolowego rozszczepienia pierœcienia aromatycznego œwiadczy

fakt, ¿e bardzo zbli¿one cechy miejsca aktywnego posiada ludzka dioksygenaza ho-

mogentyzynianowa. Enzym ten nie wykazuje podobieñstwa z sekwencjami bakteryj-

nych dioksygenaz ekstradiolowych, a mimo to jego ¿elazo koordynowane jest rów-

nie¿ przez dwie histydyny i glutaminian (1,38,63).
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Warunkiem ekstradiolowego rozszczepienia pierœcienia aromatycznego jest

utworzenie kompleksu pomiêdzy dwuwartoœciowym ¿elazem a substratem. Docho-

dzi wtedy do usuniêcia dwóch cz¹steczek wody z centrum aktywnego i zwi¹zanie

przez Fe2+ substratu poprzez dwie grupy hydroksylowe. W miejscu wi¹zania sub-

stratu ekwatorialnymi ligandami s¹ histydyna, glutaminian oraz grupa hydroksylowa

substratu, natomiast aksjalnymi ligandami s¹ druga histydyna i druga grupa hydrok-

sylowa substratu. Puste miejsce w po³o¿eniu ekwatorialnym jest miejscem wi¹zania

dwóch atomów tlenu. Podczas tworzenia kompleksu enzym-substrat dochodzi do

zwi¹zania Fe2+ z substratem w monoanionowej formie, w której tylko jedna grupa

hydroksylowa substratu jest deprotonowana. Na podstawie porównania budowy

wolnego enzymu z kompleksem enzym-substrat wykazano, ¿e podczas wi¹zania

substratu dochodzi do zmian konformacyjnych wokó³ centrum aktywnego enzymu.

W kompleksie enzym-substrat deprotonowana grupa substratu poprzez wi¹zanie

wodorowe oddzia³uje z konserwatywn¹ tyrozyn¹ miejsca aktywnego, co jak siê wy-

daje, stabilizuje po³¹czenie substratu z enzymem (1,62). Wykazano równie¿, ¿e

w obrêbie miejsca aktywnego ka¿dej ekstradiolowej dioksygenazy znajduje siê kon-

serwatywna histydyna (1,38). W centrum aktywnym 1,2-dioksygenazy 2,3-dihydrok-

sybifenylu jest ni¹ His-194. Podczas wi¹zania substratu przez enzym His-194 zmie-

nia konformacjê, co umo¿liwia utworzenie, pomiêdzy ni¹ a drug¹ grup¹ hydroksy-

low¹ substratu, wi¹zania wodorowego. Silny zasadowy charakter His-194, wyni-

kaj¹cy z sieci oddzia³ywañ wodorowych pomiêdzy His-194, His-193 i Asp-170, po-

woduje deprotonacjê grupy hydroksylowej substratu. Przypuszcza siê, ¿e ca³kowit¹

deprotonacjê tej grupy indukuje wi¹zanie cz¹steczki tlenu w pustym miejscu kom-

pleksu enzym-substrat. Wykazano, ¿e w miejscu tym przewa¿aj¹ aminokwasy hy-

drofobowe: alanina, walina, izoleucyna, leucyna, fenyloalanina, tyrozyna, tryptofan,

metionina, co jak siê wydaje, jest konieczne dla zwi¹zania niepolarnej cz¹steczki

tlenu (60,62,63). Po³¹czenie cz¹steczki tlenu z Fe2+ i jej atak na wêgiel C2 substratu

prowadzi do utworzenia semichinonowego intermediatu nadtlenku ¿elaza (64). Za

stabilizacjê jego ujemnego ³adunku odpowiada His-194, która oddzia³uje z ujem-

nym ³adunkiem atomów tlenu. W wyniku rozszczepienia wi¹zania O-O podczas

przegrupowania Criegee’a, powstaje nienasycony lakton oraz Fe2+ z przy³¹czonym

anionem wodorotlenowym. Wymaganym dawc¹ protonu jest His-194. Koñcowy pro-

dukt reakcji powstaje w wyniku hydrolizy laktonu (1,30,38,58,62). Ogólny mecha-

nizm rozszczepienia pierœcienia aromatycznego przez dioksygenazy ekstradiolowe

przedstawiono na rysunku 3. Krystaliczna struktura BphC szczepu Pseudomonas sp.

KKS102 wskazuje na znacz¹c¹ rolê aminokwasu centrum aktywnego, His-194, w ka-

talizie reakcji rozszczepienia pierœcienia aromatycznego katecholu. Odgrywa ona

bowiem w niej trzy ró¿ne role. Dzia³a jako zasada deprotonuj¹ca grupê hydroksy-

low¹ substratu, stabilizuje ³adunek cz¹steczki tlenu oraz pe³ni funkcjê donora pro-

tonu. Wykazano, ¿e podobny podstawnik znajduje siê w centrum aktywnym ka¿dej

dioksygenazy ekstradiolowej (38,62).
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W dotychczasowych badaniach dowodzi siê, ¿e mechanizm rozszczepienia eks-

tradiolowego jest podobny we wszystkich typach dioksygenaz ekstradiolowych (1).

Pochodne katecholu mog¹ byæ jednak wi¹zane z jonem ¿elaza w ró¿ny sposób,

z czego wynika regiospecyficznoœæ dioksygenaz ekstradiolowych i ró¿ne produkty

rozszczepienia. Przyk³adem mo¿e byæ 3-metylokatechol, którego produktem roz-

szczepienia proksymalnego i dystalnego s¹ odpowiednio, kwas 2-hydroksy-6-keto-

-hepta-2,4-dienowy i semialdehyd 3-metylo-2-hydroksymukonowy (65,66). Obecnoœæ

podstawników i ich lokalizacja decyduj¹ o rodzaju rozszczepienia pierœcienia aro-

matycznego. Wykazano, ¿e ekstradiolowe rozszczepienie niektórych metylowych

i chlorowych zwi¹zków aromatycznych mo¿e prowadziæ do powstawania toksycz-

nych metabolitów w postaci acylohalogenków lub metylomukonolaktonów, tok-

sycznych pochodnych metylowych (65-69). 3-Chlorokatechol mo¿e ulegaæ rozszcze-

pieniu ekstradiolowemu na dwa sposoby. Rozszczepienie proksymalne z utworze-

niem 2-hydroksymukonianu prowadzi do powstania toksycznego chlorku acylu, któ-

ry akumuluje siê w postaci br¹zowo zabarwionego polimeru (67). Podczas rozszcze-

pienia dystalnego powstaje semialdehyd 3-chloro-2-hydroksymukonowy. Ten drugi

rodzaj rozszczepienia nie powoduje nagromadzenia chlorku acylu i dezaktywacji

enzymu (65,66,69,70). Inaktywacja dioksygenazy podczas rozszczepienia 3-chloro-

katecholu zwi¹zana jest prawdopodobnie z odwracaln¹ chelatacj¹ lub nieodwracal-

nymi kowalencyjnymi modyfikacjami ¿elaza centrum aktywnego przez chlorek acylu

(1,70,71). Mars i wsp. (72) opisali u szczepu Pseudomonas putida GJ31 mechanizm za-

bezpieczaj¹cy przed gromadzeniem siê chlorku acylu podczas proksymalnego roz-

szczepienia 3-chlorokatecholu. Ekstradiolowa 2,3-dioksygenaza katecholowa CbcE

rozk³ada toksyczny metabolit z równoczesnym uwolnieniem chlorku nieorganiczne-
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go (70,72). Podobnymi mo¿liwoœciami charakteryzuj¹ siê dioksygenaza chlorohy-

drochinonowa LinE, rozszczepiaj¹ca i dehalogenuj¹ca chlorohydrochinon, oraz

dioksygenaza PcaA, rozszczepiaj¹ca 2,6-dichloro-p-hydrochinon podczas degradacji

pentachlorofenolu (70,73). Równie¿ metylowe zwi¹zki aromatyczne podlegaj¹ roz-

szczepieniu typu meta, zarówno proksymalnemu, jak i dystalnemu. Podczas rozsz-

czepienia proksymalnego mog¹ powstawaæ toksyczne metylomukonolaktony. W ba-

daniach Riegert i wsp. (66) wykazano jednak, ¿e szczep Sphingomonas xenophaga

BN6 przeprowadza efektywnie proksymalne rozszczepienie 3-metylokatecholu.

Obecnoœæ Fe2+ w centrum aktywnym dioksygenaz ekstradiolowych jest przy-

czyn¹ du¿ej wra¿liwoœci tych enzymów na czynniki oksydacyjne (63). Hasset i wsp.

(74) wykazali hamuj¹cy wp³yw nadtlenku wodoru na aktywnoœæ 2,3-dioksygenaz ka-

techolowych szczepów z rodzaju Pseudomonas. W badaniach Villancourt i wsp. (75)

wykazano inaktywuj¹ce dzia³anie samego tlenu. Maksymaln¹ aktywnoœæ enzymu ob-

serwuje siê przy niskiej prê¿noœci tlenu, pomimo ¿e jest on dla dioksygenaz jednym

z substratów reakcji (74,76). Stwierdzono, ¿e dzia³anie ochronne dla enzymu wyka-

zuj¹ kwas askorbinowy, etanol oraz aceton, gdy¿ zapobiegaj¹ utlenieniu ¿elaza

w centrum aktywnym enzymu (3,60,63). Aceton po zwi¹zaniu z jonem ¿elaza praw-

dopodobnie blokuje ¿elazo na +2 stopniu utlenienia w centrum aktywnym enzymu.

Zbyt wysokie stê¿enie acetonu zmniejsza jednak aktywnoœæ dioksygenaz ekstradio-

lowych, gdy¿ jest on równie¿ ich inhibitorem kompetycyjnym (57,63). Oprócz aceto-

nu, charakter inhibitora kompetycyjnego wykazuj¹ niektóre pochodne fenoli oraz

alifatyczne alkohole i ketony. Przy³¹czenie tych inhibitorów w miejscu aktywnym

enzymu blokuje jego oddzia³ywanie z substratem. W konsekwencji uniemo¿liwia to

oddzia³ywanie pomiêdzy substratem a jonem ¿elaza. Wykazano równie¿, ¿e fenole

i alifatyczne ketony poprzez koordynacyjne po³¹czenie z jonem ¿elaza niszcz¹ cha-

rakterystyczny uk³ad ¿elaza w centrum aktywnym enzymu (57,63,77,78).

Poza dioksygenazami ekstradiolowymi zawieraj¹cymi w centrum aktywnym jon

Fe2+, opisano przyk³ady tych enzymów zawieraj¹cych w centrum aktywnym dwu-

wartoœciowy jon manganu. Dioksygenazy te s¹ niewra¿liwe na inhibicyjne dzia³anie

cyjanku, azydku czy nadtlenku wodoru. Spadek aktywnoœci manganozale¿nych dio-

ksygenaz obserwuje siê natomiast w obecnoœci jonów Fe2+. Do tego typu enzymów

nale¿¹ na przyk³ad 2,3-dioksygenaza 3,4-dihydroksyfenylooctanowa, wyizolowana

z komórek szczepów Bacillus brevis, Brevibacterium fuscum i Arthrobacter globiformis,

czy 1,2-dioksygenaza 2,3-dihydroksybifenylowa szczepu Bacillus sp. JF8 (46,59,60,79,80).

6. Podsumowanie

Izolacja i charakterystyka szczepów bakteryjnych oraz konstruowanie nowych

bakteryjnych genotypów umo¿liwiaj¹cych degradacjê szerokiej gamy aromatycz-

nych ksenobiotyków jest, jak siê wydaje, niezbêdne w skutecznym oczyszczaniu

zdegradowanego œrodowiska. Naturalna ró¿norodnoœæ metaboliczna wœród mikro-
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organizmów czasami nie wystarcza do efektywnego usuwania chemicznych zanie-

czyszczeñ. St¹d wynika koniecznoœæ wzbogacenia naturalnych konsorcjów bakteryj-

nych szczepami zmodyfikowanymi metodami in¿ynierii genetycznej. Jednak mani-

pulacje genetyczne wykorzystuj¹ce techniki in vitro, rozszerzaj¹ce specyficznoœæ

substratow¹ bakterii, wymagaj¹ wczeœniejszej znajomoœci szlaków degradacyjnych

oraz pe³nej charakterystyki podstawowych enzymów, zaanga¿owanych w degrada-

cjê zwi¹zków aromatycznych (81). Przysz³oœciowe wykorzystanie tej wiedzy pod-

czas prób tworzenia nowych szlaków metabolicznych in silico w po³¹czeniu z tech-

nologi¹ rekombinacyjn¹ DNA, jak siê wydaje, mog¹ wspomóc procesy bioremedia-

cyjne œrodowisk zanieczyszczonych zwi¹zkami aromatycznymi.
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