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Dioxygenases - the key enzymes in the biodegradation of aromatic
compounds

Summary

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 stanowig w $rodowisku duzag grupe zwigzkdw che-
micznych, pochodzenia zaréwno antropogenicznego, jak i natu-
ralnego, i charakteryzuja sie wysoka stabilnoscig struktury piers-
cienia aromatycznego. Cecha ta decyduje o wykorzystaniu, na
szerokg skale w r6znorodnych gateziach przemystu, naturalnych
i nienaturalnych substancji aromatycznych, a jednoczesnie spra-
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wia, ze ksenobiotyczne zwigzki aromatyczne akumuluja sie w Srodowisku natural-
nym (1). Dlatego tez w ostatnich latach duzo uwagi poswieca sie poszukiwaniom
efektywnych, biologicznych metod oczyszczania terendw zanieczyszczonych zwigz-
kami aromatycznymi. Jedng z tych metod jest bioremediacja, czyli zespdl proceséw
prowadzonych przez organizmy, ktérego skutkiem jest czesciowe lub catkowite
usuniecie ze $rodowiska czynnika zanieczyszczajgcego. Grupg organizmdw, ktérg
najczesciej wykorzystuje sie w bioremediacji srodowisk zanieczyszczonych zwigz-
kami aromatycznymi sg mikroorganizmy.

2. Rola dioksygenaz w degradacji zwigzkéw aromatycznych

Poréwnanie szlakéw rozktadu zwigzkéw aromatycznych pozwolito wyrdznic
3 zasadnicze etapy ich biodegradacji. Transformacja wyjsciowej struktury ksenobio-
tyku o budowie aromatycznej do jednego z czterech zasadniczych intermediatéw:
katecholu, kwasu protokatechowego, hydroksyhydrochinonu lub kwasu gentyzyno-
wego odbywa sie na drodze tzw. peryferycznych szlakéw rozktadéw. Podstawowym
etapem w rozkfadzie aren6w jest jednak rozszczepienie pierscienia aromatycznego,
w efekcie ktérego powstajg zwigzki alifatyczne, ktére w trzecim etapie biodegrada-
cji, z udziatem szeregu enzymow, ulegaja przeksztatceniu do intermediatéw cyklu
Krebsa (1-16).

Chociaz gtéwna rola przypisywana dioksygenazom jest zwigzana z procesem
rozszczepienia stabilnego pierscienia aromatycznego, moga one takze petnié funk-
cje w szlakach peryferyjnych. W transformacji zwiazkéw typu benzen czy naftalen,
ktorych pierwotna struktura nie posiada zadnej grupy hydroksylowej, uczestnicza
dioksygenazy hydroksylujace [EC 1.14.12.X], wprowadzajace do pierscienia aroma-
tycznego dwie grupy hydroksylowe (5,7,12). Natomiast dioksygenazy rozszczepia-
jace katalizuja drugi etap degradacji zwigzkéw aromatycznych, polegajacy na rozer-
waniu wigzania wegiel-wegiel pierscienia poprzez przylaczenie czasteczki tlenu
i wytworzenie nienasyconych kwasow alifatycznych. Podziat dioksygenaz rozszcze-
piajacych pierscien na intradiolowe i ekstradiolowe jest zwigzany z obecnoscig pod-
stawnikow hydroksylowych przy atomach wegla, pomiedzy ktérymi dochodzi do ro-
zerwania wigzania, jezeli rozcieciu ulega wigzanie pomiedzy atomami wegla, z kt6-
rych kazdy zawiera grupe hydroksylowg jako podstawnik, reakcja ta jest katalizowa-
na przez dioksygenazy intradiolowe, czyli pierwszy enzym szlaku orto rozkiadu
zwigzkow aromatycznych. Natomiast jezeli tylko jeden z atomdw wegla, pomiedzy
ktérymi dojdzie do rozerwania wigzania, posiada podstawnik hydroksylowy, wéw-
czas W proces ten zaangazowane sg dioksygenazy ekstradiolowe, pierwsze enzymy
szlaku meta rozktadu zwigzkéw aromatycznych (8,12-14).

Poczatkowo sadzono, ze nie ma zasadniczych réznic pomiedzy dioksygenazami
intradiolowymi a ekstradiolowymi. Wykazano jednak po6zniej, ze enzymy te charak-
teryzujg sie catkowicie odmienng strukturg i mechanizmem dziatania. Ponadto diok-
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sygenazy ekstradiolowe sg, jak sie wydaje, enzymami 0 znacznie szerszym spek-
trum dziatania niz dioksygenazy intradiolowe. Te ostatnie do dziatania bezwzgled-
nie wymagaja obecnosci dwoch grup hydroksylowych w pozycji orto wzgledem sie-
bie. Tymczasem stwierdzono, ze nie wszystkie aromatyczne substraty dioksygenaz
typu ekstradiolowego posiadajg dwie sasiadujace ze sobg grupy hydroksylowe. Kwas
gentyzynowy lub jego podstawione pochodne, w ktérych grupy hydroksylowe usy-
tuowane sg wzgledem siebie w pozycji para, sg gtdwnymi intermediatami w tleno-
wym rozkladzie takich zwiazkdw jak dibenzofuran, naftalen, salicylany, 3-hydroksy-
benzoesan czy niektdre halogenowane weglowodory aromatyczne (15). Degradacja
gentyzynianu katalizowana jest przez 1,2-dioksygenaze gentyzynianowg [EC 1.13.11.4],
ktéra rozszczepia pierscien aromatyczny pomiedzy weglem podstawionym grupg
hydroksylowg a sgsiednim weglem z podstawnikiem karboksylowym (2,16,17). Ten
sam sposOb rozszczepienia pierScienia aromatycznego przez dioksygenazy typu
ekstradiolowego jest charakterystyczny dla hydrochinonu, kwasu salicylowego,
2-aminofenolu oraz jego metylowych i chlorowych pochodnych (1,3,18). W przeci-
wienstwie do typowych substratéw dioksygenaz ekstradiolowych, zwigzki te sg
albo dihydroksylowane w pozycji para lub/i posiadajg grupe hydroksylowg w pozycji
orto wzgledem grup karboksylowej lub aminowej (1). Dlatego tez niektdérzy autorzy
wydzielajg dioksygenazy katalizujgce taki sposob rozszczepienia jako trzecig rodzi-
ne dioksygenaz (15).

3. Charakterystyka dioksygenaz hydroksylujag™ch

Dioksygenazy hydroksylujace sg enzymami nalezacymi do niehemowych oksyge-
naz typu Rieskego, zawierajgcych w centrum aktywnym klaster [2Fe-2S| i majacymi
jedno lub dwa biatka transportujgce elektrony, ktére poprzedzaja terminalng oksy-
genaze (5,19-21). Biatka nalezace do rodziny dioksygenaz hydroksylujacych zostaty
podzielone na trzy grupy, ze wzgledu na liczbe komponentéw i ich budowe. Enzy-
my klasy | sg dwukomponentowymi biatkami. Pierwszym elementem w faricuchu
przekazu elektrondw jest reduktaza zawierajaca flawing i centrum zelazowo-siarko-
we [2Fe-2S|, drugim dioksygenaza terminalna. Przedstawicielami tej klasy sg m.in.
dioksygenaza kwasu benzoesowego, dioksygenaza ftalanowa i 3,4-dioksygenaza
4-chlorofenylooctanowa. W klasie tej dokonuje sie podziatu na podklasy IA i 1B, za-
wierajgce odpowiednio, FMN i FAD. Enzymy nalezace do klasy Il skladajg sie
z trzech elementdw: reduktazy zawierajacej flawine, ale pozbawionej centrum zela-
zowo-siarkowego, ferredoksyny i terminalnej oksygenazy. Podklasa IIA, ktorej przed-
stawicielem jest dioksygenaza pyrazonowa, posiada ferredoksyne typu roslinnego,
w przeciwienstwie do przedstawicieli podklasy 1B, zawierajacych ferredoksyne
z klasterem [2Fe-2S| typu Rieskego. Przedstawicielami tej podklasy sg dioksygenaza
toluenowa i 1,2-dioksygenaza benzenowa. Takze trzy komponenty biatkowe tworzg
dioksygenazy hydroksylujace 11l klasy. Sg to: reduktaza zawierajaca flawing oraz

BIOTECHNOLOGIA 3 (82) 71-88 2008 73



Urszula Guzik, lzabela Gren, Danuta Wojcieszynska, Sylwia tabuzek

centrum zelazowo-siarkowe [2Fe-2S], [2Fe-2S] ferredoksyna i terminalna oksygena-
za. Klasa ta reprezentowana jest przez dioksygenaze naftalenowg (5,6,8,22).

Sekwencje aminokwasowe katalitycznych podjednostek a oksygenaz terminal-
nych oraz okreslenie ich substratéw jest podstawg drugiego podziatu dioksygenaz
hydroksylujacych, wedtug ktérego wyrdznia sie cztery rodziny dioksygenaz hydrok-
sylujacych: toluenowo/bifenylowa, naftalenowg, benzoesanowsg i ftalanowa. Rodzina
toluenowo/bifenylowa to enzymy wystepujace, zaréwno u Gram-dodatnich, jak
i Gram-ujemnych bakterii, biorgce udziat w degradacji toluenu, benzenu, izopropy-
lobenzenu, chlorobenzenu i bifenylu. Do rodziny naftalenowej nalezg tylko enzymy
mikroorganizméw Gram-ujemnych, hydroksylujacych naftalen i fenantren oraz ni-
trobenzen i nitrotoluen. Rodzina benzoesanowa jest zréznicowang grupg zawie-
rajaca enzymy utleniajgce kwasy aromatyczne, takie jak: benzoesowy, metylobenzo-
esowy, antranilowy, 2-chlorobenzoesowy, trichlorofenoksyoctowy i izopropyloben-
zoesowy. Oksygenazy rodzin toluenowo/bifenylowej, naftalenowej oraz benzoesa-
nowej sg heteromultimerami zawierajgcymi podjednostki a i p. Rodzina ftalanowa
jest duzg i zréznicowana grupa enzymow, ktérych oksygenazy terminalne sa homo-
multimerami zbudowanymi z an podjednostek. Rodzina ta zawiera enzymy, ktore
hydroksylujg poza kwasem ftalowym, takie kwasy aromatyczne jak waniliowy,
3-chlorobenzoesowy czy fenoksybenzoesowy. Kilka dioksygenaz hydroksylujacych,
takich jak anilinowa, salicylanowa czy 3-fenylopropionowa, nie zostaty zaklasyfiko-
wane do zadnej z tych klas (19,21).

Komponenty biatkowe wchodzgce w skiad dioksygenaz hydroksylujgcych tworza
fancuch przenosnikéw elektronéw z NAD(P)FI na koncowa oksygenaze (rys. 1).
Pierwszym etapem reakcji hydroksylacji pierscienia aromatycznego jest dwuelektro-
nowa redukcja grupy prostetycznej, FAD lub FMN, reduktazy, przy jednoczesnym
utlenieniu NAD(P)F1. W tréjkomponentowej dioksygenazie hydroksylujacej masa
molekularna reduktazy flawinowej wynosi 42-67 kDa, podczas gdy w dwukompo-
nentowej miesci sie w zakresie 34-38 kDa. Z flawiny pojedyncze elektrony sg na-
stepnie przekazywane na centrum zelazowo-siarkowe [2Fe-2S], bedace elementem
reduktazy zawierajacej flawine lub oddzielnego biatka ferredoksyny. Ferredoksyna
petni role elementu posredniczacego w tancuchu transportu elektronéw, przeka-
zujac elektrony na terminalng oksygenaze. Ferredoksyna jest matym biatkiem o ma-
sie molekularnej 12-15 kDa, zawierajacym Klaster [2Fe-2S] o wihasciwosciach spek-
troskopowych i potencjale redoks zblizonym do klasteréw [2Fe-2S] typu Rieskego.
Ich centrum zawiera Fe2SaNz, w ktérym jeden jon zelaza jest potaczony z biatkiem
przez dwie reszty histydyny, a drugi przez dwie reszty cysteiny (5,8,23). Terminalna
oksygenaza, bedaca duzym, biatkowym kompleksem, jest odpowiedzialna za wpro-
wadzenie dwaoch grup hydroksylowych do pierscienia aromatycznego substratu. En-
zym ten buduje maksymalnie sze$¢ podjednostek, dwdch typow: a i p, o tagcznej ma-
sie molekularnej 150-210 kDa. Podjednostki terminalnej oksygenazy moga by¢ zor-
ganizowane w tetramery azP2. jak w dioksygenazie benzenowej czy toluenowej lub
heksamery asPs, tworzace oksygenaze terminalng dioksygenazy kwasu benzoeso-
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Rys. 1. kancuch przeno$nikéw elektronéw dioksygenazy benzenowej: [2Fe-2S|R oznacza klaster typu
Rieskego.

wego i naftalenowej. Terminalne oksygenazy moga by¢ tez zbudowane tylko z pod-
jednostek a, Jak na przyktad w 3,4-dioksygenazie 4-siarkobenzoesowel, ktéra zbu-
dowana jest z dwoch podjednostek a, 3,4-dioksygenazie 4-chlorofenylooctowej,
sktadajacej sie z trzech podjednostek a, czy dioksygenazie ftalanowej, zbudowanej
z czterech podjednostek a (5,23,24). Konfiguracja podjednostek terminalnej oksy-
genazy stala sie podstawa do kolejnego podziatu dioksygenaz hydroksylujacych,
tym razem na pie¢ klas, z ktorych kazda zawiera dioksygenazy o innym utozeniu
podjednostek (25).

Kazda podjednostka a zawiera biatko Rieskego, ktdre odbiera elektrony od fer-
redoksyny, oraz niehemowo zwigzane zelazo. Dwa jony zelaza w biatku Rieskego
wystepujg na plus trzecim stopniu utlenienia i sa zwigzane z biatkiem w identyczny
sposoéb jak w klastrze [2Fe-2S] ferredoksyny (6,19,23,24,26,27). W przeciwienstwie
do biatek Rieskego komplekséw mitochondriatnego bcj i chloroplastowego bgf, kto-
rych potencjat redoks wynosi blisko -1-300 mV, biatko Rieskego dioksygenaz hydrok-
sylujacych charakteryzuje sie potencjatem oksydoredukcyjnym -150 mV i nie wyka-
zuje jonizacji (22,26). Uwaza sie, ze niehemowo zwigzany jon zelaza na plus drugim
stopniu utlenienia, znajdujacy sie w centrum Katalitycznym podjednostki a, odpo-
wiada za aktywacje tlenu (28). Utworzenie potaczenia zelaza z tlenem czgsteczko-
wym, w postaci nadtlenku zelaza, jest gtéwnym etapem reakcji hydroksylacji. Po-
wstaty kompleks Fe-O-O-substrat moze albo podlegaé redukcji, albo mostek tleno-
wy moze ulec rozerwaniu (23). W wyniku koordynacyjnego potaczenia centralnego
atomu zelaza z ukfadem trzech aminokwaséw podjednostki a oksygenazy terminal-
nej, powstaje tak zwany motyw 2-His-I-karboksylowy (ang. 2-His-1-carboxylate motif).
Moga go tworzyé, zlokalizowane w centralnej czeSci sekwencji aminokwasowej
wszystkich znanych podjednostek a: histydyna, tyrozyna, glutaminian lub asparagi-
nian (28,29). Wykazano, ze w dioksygenazie toluenowej sg to His-222, His-228,
Glu-214, natomiast w dioksygenazie naftalenowej: His-208, Flis-213, Glu-200 lub
Asp-362 (19,23,24,30). Zamiana ktoregokolwiek z tych aminokwaséw na alanine, na
drodze mutagenezy, wywotuje inaktywacje enzymu, co potwierdza wczesniejsze
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przypuszczenia, ze aminokwasy te sg Ugandami Fe+" (22,28,29). W badaniach kry-
stalograficznych biatka Rieskego dioksygenazy naftalenowej wykazano, ze odleg-
to$¢ pomiedzy klasterem [2Fe-2S] a niehemowo zwigzanym FeM** podjednostki a
wynosi 43,5 A, co uniemozliwia przejscie elektrondw z klastera [2Fe-2S] do FeM*",
Natomiast odlegto$¢ pomiedzy klasterem [2Fe-2S] jednej podjednostki a a niehe-
mowo zwigzanym FeM" drugiej podjednostki a wynosi tylko 12 A. Dlatego tez za-
proponowano, ze centrum katalityczne terminalnej oksygenazy zlokalizowane jest
na potaczeniu dwdéch podjednostek a, a elektrony transportowane sg z klastera
[2Fe-2S| jednej podjednostki a do Fe"+ sasiedniej podjednostki a. Pokonanie przez
elektrony odlegtosci 12 A pomiadzy centrum Rieskego a Fe™ jest mozliwe dzieki
Asn-205. Umozliwia ona wytworzenie wigzania wodorowego pomiedzy Flis-208,
zwigzang z centralnym jonem zelaza jednej podjednostki a Flis-104, wigzaca klaster
[2Fe-2S| sasiedniej podjednostki a. Wymiana Asn-205 na inny aminokwas znosi ak-
tywnos¢ dioksygenazy hydroksylujacej, co $wiadczy o znaczeniu tego pomostowe-
go aminokwasu w transporcie elektronéw (24,27,29). Podjednostka P nie bierze
bezposredniego udziatu w katalizie reakcji hydroksylacji, cho¢ niektorzy autorzy
uwazaja, ze moze ona byé odpowiedzialna za specyficznos¢ substratowa dioksyge-
naz toluenowej i bifenylowej. Uwaza sie jednak, ze gtdéwna role w specyficznym
wigzaniu substratu odgrywa podjednostka a, co wykazali Parate$ i wsp. Natomiast
podjednostka p moze odgrywaé role w utrzymywaniu razem podjednostek a oraz
w formowaniu produktu (5,31,33).

4. Budowa i whasciwosci chemiczne dioksygenaz intradiolowych

w analizie strukturalnej oraz poréwnania sekwencji aminokwasowych dioksyge-
naz intradiolowych wykazuje sie, ze wszystkie opisane dotychczas enzymy, prze-
prowadzajgce rozszczepienie typu orto, nalezg do jednej linii ewolucyjnej. Enzymy
te sg najczesciej homo- lub heteromultimerami, zawierajgcymi rozng ilos¢ trojwar-
tosciowego zelaza na mol enzymu (13,33). Mimo réznego uktadu podjednostek, do-
meny Katalityczne tych enzyméw wykazujg podobng strukture pofatdowania oraz
sktad aminokwasowy (34). Dlatego tez podziatu dioksygenaz intradiolowych doko-
nuje sie ze wzgledu na stopien powinowactwa do substratu. Dzieli sie 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 jEC 1.13.11.37]
(1). Wsrod dioksygenaz katecholowych wyr6znia sie dwie podklasy. Do pierwszej
naleza dioksygenazy charakteryzujace sie wysoka specyficznoscig w stosunku do ka-
techolu i nie transformujgce jego uchlorowanych pochodnych z wyjatkiem 4-chloro-
katecholu (35). W drugiej podklasie znalazty sie dioksygenazy katalizujgce rozszcze-
pienie katecholu i jego podstawionych pochodnych, a zatem cechujgce sie szerszg
specyficznoscia substratowg (34,36). 3,4-Dioksygenazy kwasu protokatechowego sa
najczesciej oligomerami wykazujacymi duza specyficzno$¢ substratowa wzgledem
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kwasow hydroksybenzoesowych (12,34). 1,2-Dioksygenazy hydroksyhydrochinono-
we rozszczepiajg pierscien aromatyczny trihydroksybenzenu i podobnie jak dioksy-
genazy katecholowe sg gtdwnie homodimerami (1,36,37).

W badaniach krystalograficznych dioksygenaz intradiolowych wykazano istnie-
nie dwdch odmian struktury przestrzennej tych enzymoéw. Modelowymi enzymami
grupy 3,4-dioksygenaz kwasu protokatechowego sg enzymy wyizolowane z komo-
rek szczepdw Pseudomonas putida B-10 oraz Acinetobacter sp. ADPI. Sa one zbudowa-
ne z protomeroéw, na ktére sktadajg sie dwie podjednostki biatkowe a i P, two-
rzagcych oligomeryczne struktury tych dioksygenaz. Izolacje 1,2-dioksygenazy ka-
techolowej szczepu Acinetobacter sp. ADPI, 1,2-dioksygenazy 4-chlorokatecholowej
szczepu Rhodococcus opacus ICP czy 1,2-dioksygenazy hydroksyhydrochinonowej
szczepu Nocardioides simplex 3E pozwolity okresli¢ strukture charakterystyczng dla
1,2-dioksygenaz katecholowych i hydroksyhydrochinonowych. Enzymy te sg najczes-
ciej homodimerami utworzonymi przez podjednostki o masie molekularnej w za-
kresie 30-40 kDa kazda (1,38). Podjednostki a i P 3,4-dioksygenazy kwasu protoka-
techowego, homologiczne wzgledem siebie, zbudowane sg odpowiednio z okoto
200 i 230 reszt aminokwasowych. Stopien podobienstwa pomiedzy podjednostka a
i P 3,4-dioksygenazy szczepu Pseudomonas putida B-10 wynosi 20%, a dla podjedno-
stek 3,4-dioksygenazy szczepu Acinetobacter sp. ADPI 26”. Natomiast w zestawieniu
sekwencji aminokwasowych podjednostek a i P pomiedzy gatunkami wykazano po-
dobienstwo, odpowiednio, dla podjednostki a oraz p, 46 do 56% oraz 55 do 65".
W badaniach struktury podjednostek 3,4-dioksygenaz kwasu protokatechowego wy-
kazano, ze charakteryzujg sie one podobng strukturg trzeciorzedowa. Ich wspdlng
cechg jest oSmioniciowa p-kartka, zagieta w potowie dla utworzenia dwéch, cztero-
niciowych warstw. Otwarte brzegi zagietej p-kartki sg utrzymywane razem dzieki
utworzeniu wigzan wodorowych z atomami tancucha gtéwnego biatka. Miejsce ak-
tywne kazdego protomeru zlokalizowane jest na jednym Kkoricu rozlegtej po-
wierzchni pomiedzy podjednostkami a i P, w poblizu szczytu oligomeru, po zew-
netrznej stronie biatka. Podjednostka p dostarcza wiekszosci aminokwasow zlokali-
zowanych w sgsiedztwie tréjwartosciowego zelaza. Pozostate aminokwasy pocho-
dza z N-koricowej czesci podjednostki a (1,39). Zelazo trojwartosciowe, niezwiaza-
nej z substratem, 3,4-dioksygenazy kwasu protokatechowego jest koordynowane
przez tancuchy boczne czterech aminokwas6w: pierscienie imidazolowe His-460
i His-462 oraz reszty fenolowe Tyr-408 i Tyr-447. Pigtym ligandem zelaza jest grupa
hydroksylowa z czasteczki wody (1,38,40,41). Podobnie koordynowane jest zelazo
w 1,2-dioksygenazach katecholowych i hydroksyhydrochinonowych, gdzie aksialny-
mi ligandami sg 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 sg homodimerami,
ktérych podjednostki zbudowane sg z okoto 300 reszt aminokwasowych, tworza-
cych dwie domeny. Budowa rdzenia domeny katalitycznej odpowiada budowie do-
meny katalitycznej 3,4-dioksygenazy kwasu protokatechowego. Typowa dla 1,2-dio-
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ksygenaz jest natomiast domena N-terminalna, posredniczaca w dimeryzacji pod-
jednostek. Skiada sie ona z okoto 100 aminokwaséw, tworzacych maksymalnie pie¢
helis. Helisy dwoch podjednostek przenikajg sie wzajemnie tworzac strukture dime-
ru i jednoczesnie hydrofobowy tunel, do ktérego moga by¢ dotgczane czasteczki
fosfolipidéw. W zestawieniu sekwencji aminokwasowych 1,2-dioksygenaz katecho-
lowych wykazano, ze domena z motywem helikalnego zamka btyskawicznego (ang.
helical-zipper) jest charakterystyczna dla enzymow z tej rodziny. Istnieje kilka hipo-
tez wyjasniajacych znaczenie tego motywu. W jednej z nich zaktada sie, ze hydrofo-
bowy tunel odpowiada za wzrost miejscowej koncentracji substratu. Wydaje sie to
jednak mato prawdopodobne, gdyz katechol jest zwiazkiem rozpuszczalnym w ste-
zeniach znacznie przekraczajgcych stezenia fizjologiczne. Ponadto nie stwierdzono
wystepowania dla substratu bezposredniej drogi od tunelu do centrum aktywnego
enzymu. Uwaza sie rowniez, ze fosfolipidy przytaczone do hydrofobowego tunelu
stuzg jako czasteczki efektorowe. Odpowiadajg one za zmiany konformacyjne cen-
trum aktywnego enzymu, co z kolei umozliwia przytgczenie do hydrofobowego
fragmentu enzymu laktonizujacego c/s,c/s-mukonian, czyli kolejnego enzymu szlaku
orto. Dzieki temu w komérce zachowane jest niskie stezenie intermediatow, ktére
moga by¢ dla niej potencjalnie toksyczne. Uwaza sie rowniez, ze hydrofobowy frag-
ment dioksygenaz moze wptywac na ptynnos¢ dwuwarstwy lipidowej. Zwiazki aro-
matyczne znane sg z antybakteryjnych wtasciwosci ze wzgledu na ich wpltyw na inte-
gralnos¢ i funkcjonalno$¢ btony komdérkowej. Wykazano jednak, ze niektdre mikro-
organizmy rozwinety mechanizmy pozwalajace pokona¢ toksycznos¢ zwigzkéw aro-
matycznych. Moga one wypompowywac z komérki weglowodory aromatyczne przy
uzyciu energozaleznej pompy, utrzymujac ich stezenie w komorce na bezpiecznym
poziomie. Drugi, alternatywny mechanizm, polega na zmianie ptynnosci warstwy
fosfolipidowej. Przypuszcza sie, ze dzieki hydrofobowemu regionowi, dioksygenazy
intradiolowe moga wigzac fosfolipidy btony komdérkowej lub nowo zsyntetyzowane
w komorce fosfolipidy. Powoduje to uwalnianie z btony hydrofobowych weglowo-
doréw aromatycznych i ich wigzanie w centrum aktywnym enzymu. Efektem tego
procesu jest wzrost sztywnosci btony komorkowej, a w konsekwencji zmniejszenie
jej przepuszczalnosci, co zabezpiecza komdrke przed toksycznym stezeniem zwigz-
kéw aromatycznych w Srodowisku (1,12,34,38,42).

1,2-Dioksygenaza katecholowa szczepu Pseudomonas arvilla C-1 uwazana byla za
heterodimer zbudowany z podjednostek a i p. Dopiero po oczyszczeniu tego enzy-
mu na kolumnie chromatograficznej z wypetnieniem DEAE-Toyopearl wykazano, ze
W rzeczywistosci enzym ten wystepuje w postaci trzech izozymoéw, utworzonych
przez kombinacje dwoch réznych podjednostek, tworzacych dimery aa, ap oraz PP
i koegzystujacych wspdlnie w komérce. Wszystkie trzy izozymy charakteryzuja sie
podobna specyficznoscig substratowg, optymalnym pH oraz wartoscig statej Km
(1,43,44). Réwniez podobnymi parametrami kinetycznymi reakcji enzymatycznych
oraz specyficznoscig substratowg charakteryzujg sie izozymy IsoA i IsoB z komorek
Acinetobacter radioresistens, pomimo ich strukturalnych réznic objawiajacych sie rdz-
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Rys. 2. Mechanizm reakcji rozszczepienia typu orto pierscienia aromatycznego kwasu protokatecho-
wego.

ng masg molekularng oraz budowg podjednostkowa. Najwyzszg aktywno$¢ IsoA
i IsoB stwierdzono podczas rozszczepienia pierscienia aromatycznego katecholu.
Nizszg aktywnos¢ izozymy te wykazujg wzgledem katecholi z podstawnikiem mety-
lowym w pozycji 3 oraz 4. Nie stwierdzono zdolnosci tych izozymdw do transforma-
cji 3-chlorokatecholu oraz kwasu protokatechowego. 1zozymy IsoA i IsoB charakte-
ryzuja sie natomiast nizszg aktywnoscig wzgledem 4-metylokatecholu niz izozymy
szczepu Pseudomonas arvilla C-1. Stwierdzono réwniez, ze wszystkie izozymy bada-
nych szczepdw wykazujg zaréwno aktywno$¢ intradiolowa, jak i w niewielkim stop-
niu aktywno$¢ ekstradiolowg (43-45).

Mechanizm rozszczepienia pierscienia aromatycznego przez dioksygenazy intra-
diolowe zostat zaproponowany na podstawie biochemicznych, spektroskopowych
i strukturalnych badan 1,2-dioksygenaz katecholowych oraz 3,4-dioksygenaz kwasu
protokatechowego. Reakcja wigzania substratu z enzymem jest procesem wieloeta-
powym, ktdrego ostatecznym rezultatem jest zastgpienie 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 zelaza na tlen, podczas ktérego dochodzi
do redukcji zelaza z -F3 na -F2 stopien utlenienia i powstanie Fe”-semichinonu,
ktory reaguje bezposrednio z dwoma atomami tlenu, wytwarza sie struktura nad-
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tlenku C-O-O-Fe, co przedstawiono na rysunku 2 (41). W powstatym intermediacie
hydronadtlenkowym dochodzi do przegrupowania Criegee’a wzgledem wigzania
wegiel-wegiel poprzez migracje grupy acylowej, w konsekwencji ktorej powstaje
nietrwata struktura laktonowa. Efektem hydrolizy bezwodnika laktonowego jest
uwolnienie produktu reakcji rozszczepienia pierscienia aromatycznego, czyli kwasu
c/s,c/s-mukonowego (1,30,38,41).

5. Budowa i wiasciwosci biochemiczne dioksygenaz ekstradiolowych

Dioksygenazy ekstradiolowe odgrywajg zasadniczg role w biodegradacji zwigz-
kéw aromatycznych, ze wzgledu na znacznie szersze spektrum dziatania niz dioksy-
genazy intradiolowe. Do tej pory na podstawie analizy budowy strukturalnej lub po-
réwnania sekwencji nukleotydowych i aminokwasowych dokonano kilku podziatéw
enzymOw przeprowadzajacych rozszczepienie pierscienia aromatycznego drogg
meta. Pierwszego podziatu dioksygenaz ekstradiolowych dokonali Harayama i Rekik
(33) na podstawie ich biochemicznych wiasciwosci. Wyrdznili oni dwie rodziny, do
ktorych zaklasyfikowali odpowiednio enzymy preferujgce substraty jednopierscie-
niowe i dwupierscieniowe (33,48,49).

W 1996 r. Eltis i Bolin (48) przeprowadzili poréwnanie trzydziestu osmiu dioksy-
genaz ekstradiolowych. Badania te umozliwity im wydzielenie dwaoch, zasadniczo
roznych od siebie, typdw dioksygenaz ekstradiolowych. Typ | zawiera sekwencje
PROSITE PS00082 i zostat podzielony na pie¢ rodzin. Stopien zgodnosci aminokwa-
sowej pomiedzy nimi nie przekracza 22%. Rodzina 11 zawiera jednodomenowe en-
zymy i jest dzielona na dwie podrodziny, w ktorych zgodno$¢ sekwencji aminokwa-
sowej jest wieksza niz 34%. Rodzina 1.2 zawiera dwudomenowe, zawierajgce zelazo
enzymy, preferujgce substraty monocykliczne, zgrupowane w pie¢ podrodzin. Na
pie¢ podrodzin podzielono réwniez rodzine 1.3, obejmujaca dwudomenowe enzy-
my, zawierajace zelazo i preferujgce substraty bicykliczne. Rodziny 1.4 i 15 za-
wierajg po jednym przedstawicielu, odpowiednio metapirokatechaze !l z Alcaligenes
eutrophus jM22 i 2,3-dioksygenaze kwasu 3,4-dihydroksyfenylooctowego z Arthrobacter
globifonnis. Typ Il dioksygenaz ekstradiolowych zawiera trzy enzymy, ktérych se-
kwencja nie pozwala na ich wigczenie do zadnej z rodzin typu L Sa to 4,5-dioksyge-
naza protokatechowa z Pseudomonas paucimobilis, 2,3-dioksygenaza katecholowa !
z Alcaligenes eutrophus}M222 oraz 3,4-dioksygenaza kwasu dihydroksyfenylooctowe-
go z Escherichia coli (49,50). Eltis i Bolin przeprowadzili réwniez poréwnanie domen
N- i C-koncowych dioksygenaz ekstradiolowych. Wykazali oni wysokie podobien-
stwo pomiedzy domenami karboksylowymi oraz pomiedzy domenami aminowymi.
Na podstawie analizy otrzymanych wynikéw zaproponowali, ze pierwotna dioksyge-
naza byla biatkiem jednodomenowym, ktére dato podstawe dla wspdtczesnych
dwudomenowych enzymoéw poprzez duplikacje domeny pierwotnej. Obserwowane
jednak roznice w preferencjach substratowych moga sugerowac istnienie dodatko-

80 PRACE PRZEGLADOWE



wego mechanizmu powstawania dwudomenowych dioksygenaz, ktérym moze by¢
mutacja punktowa lub rekombinacja (48,51).

Na podstawie sekwencji aminokwasowych domen dioksygenaz ekstradiolowych,
réwniez w 1996 r., Spence i wsp. (52) zaproponowali inny podziat tych enzymoéw na
trzy klasy. Klasa | zawiera enzymy jednodomenowe bedace homodimerami lub ho-
moheksamerami, 0 masie molekularnej podjednostki w zakresie 21-24 kDa, zawie-
rajagcymi jon zelaza dwuwarto$ciowego na podjednostke. Klasa Il obejmuje enzymy
dwudomenowe, w ktdrych zelazo (1) jest koordynowane przez Ugandy C-terminal-
nej domeny. Dioksygenazy te zawierajg jon zelaza dwuwarto$ciowego na podjed-
nostke o masie molekularnej 31-35 kDa. Enzymy katalizujace rozszczepienie piers-
cienia zwigzkéw monocyklicznych sg homotetramerami, natomiast homooktamery
rozszczepiaja zwiazki bicykliczne, takie jak bifenyl. Enzymy dwudomenowe, w kto-
rych zelazo (11) moze by¢ koordynowane przez aminokwasy N-terminalnej domeny,
tworzg klase 1l dioksygenaz ekstradiolowych. Obejmuje ona 1,2-dioksygenaze
2,3-dihydroksyfenylopropionianowg MhpB oraz 2,3-dioksygenaze 3,4-dihydroksyfe-
nylooctowa HpcB, wyizolowane z komorek Escherichia coli, 2,3-dioksygenaze ka-
techolowg Mpcl (MFC - metapirokatechaza) pochodzaca z Alcaligenes eutrophus oraz
4,5-dioksygenaze kwasu protokatechowego LigAB gatunku Pseudomonas paucimobilis.
Ewolucja dioksygenaz ekstradiolowych w trzy klasy moze by¢ wyjasniona mutacjg
genu w czesci kodujacej C- lub N-terminalng domene, poprzedzong duplikacjg genu
kodujacego dioksygenazy jednodomenowe (52,53).

Najnowszego podziatu dioksygenaz ekstradiolowych dokonano na podstawie
analizy sekwencji aminokwasowych oraz struktury przestrzennej enzyméw. W po-
dziale tym wyro6zniono trzy typy. Pierwszy obejmuje dioksygenazy jedno- i dwudo-
menowe. Tworzg go enzymy nalezace do nadrodziny biatek, okreslanych jako vicinal
oxygen chelate superfamily. Do tego typu nalezg na przyktad dwudomenowe: 1,2-dio-
ksygenaza 2,3-dihydroksybifenylowa szczepu Burkholderia xenovorans LB400, 2,3-dio-
ksygenaza katecholowa szczepu Pseudomonas putida mt-2 czy dioksygenazy chioro-
hydrochinonowe oraz jednodomenowe izozymy 1,2-dioksygenazy 2,3-dihydroksybi-
fenylowej szczepu Rhodococcus globerulus P6. Drugi typ dioksygenaz ekstradiolo-
wych obejmuja enzymy multimeryczne, zbudowane z jednego lub dwoch rodzajow
podjednostek. Przedstawicielami tego typu dioksygenaz sg m.in. 4,5-dioksygenaza
protokatechowa szczepu Sphingomonas paucimobilis SYK-6, 2,3-dioksygenaza kate-
cholowa ! szczepu Alcaligenes eutrophus IMP222 czy 1,6-dioksygenaza 2-aminofeno-
lowa szczepu Pseudomonas pseudoalcaligenes jS45. Trzeci typ dioksygenaz ekstradio-
lowych nalezy do nadrodziny biatek cupin i zawiera takie enzymy, jak 1,2-dioksyge-
naza gentyzynianowa wyizolowana z komoérek Pseudomonas testosteroni czy dioksy-
genaza homogentyzynianowa (1,54-56). Na podstawie dotychczasowych badan nad
pochodzeniem dioksygenaz ekstradiolowych dowodzi sie, ze nalezg one do trzech
ewolucyjnie niezaleznych rodzin. Nie zaobserwowano jednak Scistej korelacji po-
miedzy specyficznos$cig substratowa tych dioksygenaz a ich ewolucyjnym pochodze-
niem (1).
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Dioksygenazy ekstradiolowe sg najczesciej multimerami, w ktérych kazda katali-
tyczna podjednostka zawiera jon dwuwartosciowego metalu (1,57-60). Mimo réznic
w budowie podjednostkowej dioksygenaz ekstradiolowych oraz ich filogenetycznym
pochodzeniu, wiekszo$¢ z nich charakteryzuje sie podobng budowa miejsca aktyw-
nego i posiada te same Ugandy jonu metalu. Sg nimi dwie histydyny oraz glutami-
nian, tworzace motyw 2-His-I-karboksylowy. Motyw ten wraz z dwoma czasteczkami
wody jest koordynacyjnie potaczony, najczesciej, z zelazem na -f-2 stopniu utlenienia
(1,8,30,61). W badaniach krystalograficznych 1,2-dioksygenazy 2,3-dihydroksybifeny-
lu (BphC), wyizolowanej z Pseudomonas KKS102 wykazano, ze kazda jej podjednostka
zbudowana jest z N- i C-koncowej domeny, zawierajacych motyw pappp. Wewnatrz
cylindrycznej struktury w C-terminalnej domenie znajduje sie centrum aktywne enzy-
mu z jonem zelaza. W enzymie nie polgczonym z substratem, jon Fe*+ koordynujg
His-145 i His-209, Glu-260 i dwie czasteczki wody. Prawie identyczny uktad ligandéw
wystepuje w 1,2-dioksygenazie 2,3-dihydroksybifenylu szczepu Pseudomonas LB400
(1,38,62). Kita i wsp. (63) wykazali, ze 2,3-dioksygenaza katecholowa MPC szczepu
Pseudomonas putida mt-2 jest tetramerem zbudowanym z podjednostek a, z ktérych
kazda zawiera pojedynczy jon FeM. 1,2-Dioksygenaza 2,3-dihydroksybifenylu i 2,3-dio-
ksygenaza katecholowa réznig sie budowa miejsca wigzacego jon Fe*+. Monomer
2.3- dioksygenazy katecholowej sktada sie z N- i C-terminalnej domeny, zbudowanych,
odpowiednio, z o$miu p-harmonijek i dwoch a-helis oraz dziewieciu p-harmonijek
i czterech a-helis. Struktura p w C-terminalnej domenie tworzy strukture przypomi-
najaca lejek, ktorego jeden koniec jest otwarty do powierzchni czasteczki, drugi
w strone tetrameru, a centralna cze$¢ tworzy zaglebienie. Zlokalizowane jest tam
centrum aktywne enzymu. Katechol i dwa atomy tlenu wchodza do centrum aktyw-
nego poprzez szczeling w otwartym regionie p lejka, skfadajacego sie gtownie z hy-
drofobowych reszt aminokwasowych. Szczelina, przez ktora wchodzi substrat i tlen,
jest duzo wezsza niz w BphC, gdyz czesciowo zastaniajg jg reszty metioniny i fenylo-
alaniny. Z budowy tej wynika specyficzno$¢ substratowa metapirokatechazy. Ponie-
waz bifenyl jest czasteczkg duzo wieksza niz katechol, nie miesci sie on w szczelinie
prowadzacej do centrum aktywnego enzymu i w zwigzku z tym nie moze on by¢ roz-
szczepiany przez MPC (1,63). Chociaz MPC rézni sie budowg przestrzenng od BphC,
to jego centrum aktywne réwniez zawiera motyw 2-His-l-karboksylowy. W kazdej
z czterech podjednostek a metapirokatechazy kofaktorami jonu Fe*+ sg His-153,
His-214 i Clu-265. 4,5-Dioksygenaza protokatechowa szczepu Sphingomonas paucimobilis
SYK-6, nie wykazuje podobienstwa z sekwencjg aminokwasowg 1,2-dioksygenazy
2.3- dihydroksybifenylu ani metapirokatechazy, ale posiada bardzo podobne ligandy
zelaza: His-12, His-61, Clu-242. O istotnym znaczeniu motywu 2-His-1-karboksylowe-
go w katalizie ekstradiolowego rozszczepienia pierscienia aromatycznego $wiadczy
fakt, ze bardzo zblizone cechy miejsca aktywnego posiada ludzka dioksygenaza ho-
mogentyzynianowa. Enzym ten nie wykazuje podobienstwa z sekwencjami bakteryj-
nych dioksygenaz ekstradiolowych, a mimo to jego zelazo koordynowane jest réw-
niez przez dwie histydyny i glutaminian (1,38,63).

82 PRACE PRZEGLADOWE



Dioksygenazy - gtébwne enzymy degradacji zwigzkéw aromatycznych

Warunkiem ekstradiolowego rozszczepienia pierscienia aromatycznego jest
utworzenie kompleksu pomiedzy dwuwartosciowym zelazem a substratem. Docho-
dzi wtedy do usuniecia dwdch czasteczek wody z centrum aktywnego i zwigzanie
przez FeM” substratu poprzez dwie grupy hydroksylowe. W miejscu wigzania sub-
stratu ekwatorialnymi ligandami sg histydyna, glutaminian oraz grupa hydroksylowa
substratu, natomiast aksjalnymi ligandami sg druga histydyna i druga grupa hydrok-
sylowa substratu. Puste miejsce w potozeniu ekwatorialnym Jest miejscem wigzania
dwoch atoméw tlenu. Podczas tworzenia kompleksu enzym-substrat dochodzi do
zwigzania FeM*' z substratem w monoanionowej formie, w ktorej tylko Jedna grupa
hydroksylowa substratu Jest deprotonowana. Na podstawie poréwnania budowy
wolnego enzymu z kompleksem enzym-substrat wykazano, ze podczas wigzania
substratu dochodzi do zmian konformacyjnych wokét centrum aktywnego enzymu.
W kompleksie enzym-substrat deprotonowana grupa substratu poprzez wigzanie
wodorowe oddziatuje z konserwatywng tyrozyng miejsca aktywnego, co Jak sie wy-
daje, stabilizuje potgczenie substratu z enzymem (1,62). Wykazano réwniez, ze
w obrebie miejsca aktywnego kazdej ekstradiolowej dioksygenazy znajduje sie kon-
serwatywna histydyna (1,38). W centrum aktywnym 1,2-dioksygenazy 2,3-dihydrok-
sybifenylu Jest nig His-194. Podczas wigzania substratu przez enzym His-194 zmie-
nia konformacje, co umozliwia utworzenie, pomiedzy nig a drugg grupg hydroksy-
lowg substratu, wigzania wodorowego. Silny zasadowy charakter His-194, wyni-
kajacy z sieci oddziatywan wodorowych pomiedzy His-194, His-193 i Asp-170, po-
woduje deprotonacje grupy hydroksylowej substratu. Przypuszcza sie, ze catkowitg
deprotonacje tej grupy indukuje wigzanie czasteczki tlenu w pustym miejscu kom-
pleksu enzym-substrat. Wykazano, ze w miejscu tym przewazajg aminokwasy hy-
drofobowe: alanina, walina, izoleucyna, leucyna, fenyloalanina, tyrozyna, tryptofan,
metionina, co Jak sie wydaje. Jest konieczne dla zwigzania niepolarnej czasteczki
tlenu (60,62,63). Potaczenie czasteczki tlenu z Fe+ i Je) atak na wegiel C2 substratu
prowadzi do utworzenia semichinonowego intermediatu nadtlenku zelaza (64). Za
stabilizacje Jego ujemnego tadunku odpowiada His-194, ktéra oddziatuje z ujem-
nym tadunkiem atomow tlenu. W wyniku rozszczepienia wigzania 0-O podczas
przegrupowania Criegee’a, powstaje nienasycony lakton oraz FeM” z przylgczonym
anionem wodorotlenowym. Wymaganym dawcg protonu Jest His-194. Kofcowy pro-
dukt reakcji powstaje w wyniku hydrolizy laktonu (1,30,38,58,62). Ogoélny mecha-
nizm rozszczepienia pierscienia aromatycznego przez dioksygenazy ekstradiolowe
przedstawiono na rysunku 3. Krystaliczna struktura BphC szczepu Pseudomonas sp.
KKS102 wskazuje na znaczacg role aminokwasu centrum aktywnego, His-194, w ka-
talizie reakcji rozszczepienia pierscienia aromatycznego katecholu. Odgrywa ona
bowiem w niej trzy r6zne role. Dziata Jako zasada deprotonujaca grupe hydroksy-
lowg substratu, stabilizuje tadunek czgsteczki tlenu oraz peini funkcje donora pro-
tonu. Wykazano, ze podobny podstawnik znajduje sie w centrum aktywnym kazdej
dioksygenazy ekstradiolowej (38,62).
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Rys. 3. Mechanizm ekstradiolowego rozszczepienia pierscienia aromatycznego.

W dotychczasowych badaniach dowodzi sie, ze mechanizm rozszczepienia eks-
tradiolowego jest podobny we wszystkich typach dioksygenaz ekstradiolowych (1).
Pochodne katecholu mogg by¢ jednak wigzane z jonem zelaza w rézny sposéb,
z czego wynika regiospecyficznos¢ dioksygenaz ekstradiolowych i ré6zne produkty
rozszczepienia. Przyktadem moze by¢ 3-metylokatechol, ktérego produktem roz-
szczepienia proksymalnego i dystalnego sa odpowiednio, kwas 2-hydroksy-6-keto-
-hepta-2,4-dienowy i semialdehyd 3-metylo-2-hydroksymukonowy (65,66). Obecnosé
podstawnikéw i ich lokalizacja decyduja o rodzaju rozszczepienia pierscienia aro-
matycznego. Wykazano, ze ekstradiolowe rozszczepienie niektorych metylowych
i chlorowych zwigzkéw aromatycznych moze prowadzi¢ do powstawania toksycz-
nych metabolitow w postaci acylohalogenkéw lub metylomukonolaktonéw, tok-
sycznych pochodnych metylowych (65-69). 3-Chlorokatechol moze ulega¢ rozszcze-
pieniu ekstradiolowemu na dwa sposoby. Rozszczepienie proksymalne z utworze-
niem 2-hydroksymukonianu prowadzi do powstania toksycznego chlorku acylu, kto-
ry akumuluje sie w postaci bragzowo 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 zwigzana jest prawdopodobnie z odwracalng chelatacjg lub nieodwracal-
nymi kowalencyjnymi modyfikacjami zelaza centrum aktywnego przez chlorek acylu
(1,70,71). Mars i wsp. (72) opisali u szczepu Pseudomonas putida GJ31 mechanizm za-
bezpieczajacy przed gromadzeniem sie chlorku acylu podczas proksymalnego roz-
szczepienia 3-chlorokatecholu. Ekstradiolowa 2,3-dioksygenaza katecholowa ChcE
rozktada toksyczny metabolit z rownoczesnym uwolnieniem chlorku nieorganiczne-
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go (70,72). Podobnymi mozliwosciami charakteryzujg sie dioksygenaza chlorohy-
drochinonowa LinE, rozszczepiajgca i dehalogenujaca chlorohydrochinon, oraz
dioksygenaza PcaA, rozszczepiajaca 2,6-dichloro-p-hydrochinon podczas degradacji
pentachlorofenolu (70,73). Réwniez metylowe zwiazki aromatyczne podlegaja roz-
szczepieniu typu meta, zarowno proksymalnemu, jak i dystalnemu. Podczas rozsz-
czepienia proksymalnego moga powstawac toksyczne metylomukonolaktony. W ba-
daniach Riegert i wsp. (66) wykazano jednak, ze szczep Sphingomonas xenophaga
BN6 przeprowadza efektywnie proksymalne rozszczepienie 3-metylokatecholu.

Obecnos¢ Fer+ w centrum aktywnym dioksygenaz ekstradiolowych jest przy-
czyng duzej wrazliwosci tych enzymow na czynniki oksydacyjne (63). Hasset i wsp.
(74) wykazali hamujacy wptyw nadtlenku wodoru na aktywno$¢ 2,3-dioksygenaz ka-
techolowych szczepow z rodzaju Pseudomonas. W badaniach Villancourt i wsp. (75)
wykazano inaktywujace dziatanie samego tlenu. Maksymalng aktywno$¢ enzymu ob-
serwuje sie przy niskiej preznosci tlenu, pomimo ze jest on dla dioksygenaz jednym
z substratow reakcji (74,76). Stwierdzono, ze dziatanie ochronne dla enzymu wyka-
zujg kwas askorbinowy, etanol oraz aceton, gdyz zapobiegajg utlenieniu zelaza
w centrum aktywnym enzymu (3,60,63). Aceton po zwigzaniu z jonem zelaza praw-
dopodobnie blokuje zelazo na -1-2 stopniu utlenienia w centrum aktywnym enzymu.
Zbyt wysokie stezenie acetonu zmniejsza jednak aktywnos¢ dioksygenaz ekstradio-
lowych, gdyz jest on réwniez ich inhibitorem kompetycyjnym (57,63). Oprocz aceto-
nu, charakter inhibitora kompetycyjnego wykazuja niektére pochodne fenoli oraz
alifatyczne alkohole i ketony. Przyfaczenie tych inhibitoréw w miejscu aktywnym
enzymu blokuje jego oddziatywanie z substratem. W konsekwencji uniemozliwia to
oddziatywanie pomiedzy substratem a jonem zelaza. Wykazano réwniez, ze fenole
i alifatyczne ketony poprzez koordynacyjne potaczenie z jonem zelaza niszczg cha-
rakterystyczny uklad zelaza w centrum aktywnym enzymu (57,63,77,78).

Poza dioksygenazami ekstradiolowymi zawierajagcymi w centrum aktywnym jon
Fe”+, opisano przyktady tych enzyméw zawierajacych w centrum aktywnym dwu-
wartosciowy jon manganu. Dioksygenazy te sg niewrazliwe na inhibicyjne dziatanie
cyjanku, azydku czy nadtlenku wodoru. Spadek aktywno$ci manganozaleznych dio-
ksygenaz obserwuje sie natomiast w obecnosci jondw Fe™+. Do tego typu enzymow
nalezg na przyklad 2,3-dioksygenaza 3,4-dihydroksyfenylooctanowa, wyizolowana
z komérek szczepow 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 szczepdw bakteryjnych oraz konstruowanie nowych
bakteryjnych genotypow umozliwiajagcych degradacje szerokiej gamy aromatycz-
nych ksenobiotykdéw jest, jak sie wydaje, niezbedne w skutecznym oczyszczaniu
zdegradowanego srodowiska. Naturalna réznorodnos$¢ metaboliczna wsrdéd mikro-
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organizmoOw czasami nie wystarcza do efektywnego usuwania chemicznych zanie-
czyszczen. Stad wynika konieczno$¢ wzbogacenia naturalnych konsorcjéw bakteryj-
nych szczepami zmodyfikowanymi metodami inzynierii genetycznej, jednak mani-
pulacje genetyczne wykorzystujace techniki in vitro, rozszerzajace specyficznos$é
substratowg bakterii, wymagajg wczesniejszej znajomosci szlakéw degradacyjnych
oraz petnej charakterystyki podstawowych enzyméw, zaangazowanych w degrada-
cje zwiazkéw aromatycznych (81). PrzysztoSciowe wykorzystanie tej wiedzy pod-
czas prob tworzenia nowych szlakow metabolicznych in silico w potaczeniu z tech-
nologiag rekombinacyjng DNA, jak sie wydaje, moga wspomaéc procesy bioremedia-
cyjne Srodowisk zanieczyszczonych zwigzkami aromatycznymi.

Literatura

1. Vaillancourt F. H., Bolin J. T., Eltis L. D., (2006), Crit. Rev. Blochem. Mol. Biol., 41, 241-267.

2. Harwood C. S., Parate$ R. E., (1996), Annu. Rev. Microbiol., 50, 553-590.

3. Lendenmann U., Spain J. S., (1996), J. Bacteriol., 178, 6227-6232.

4. Williams P. A, Sayers J. R., (1994), Biodegradation, 5, 195-217.

5. Bertini I, Cremonini M. A, Ferretti S., Lozzi I, Luchinat C., Viezzoli M. S., (1996), Coordin. Chem.

Rev, 151, 145-160.

Eby D. M., Beharry Z. M., Coulter E. D., Kurtz D. M., Neidle E. L., (2001),J. Bacteriol., 183, 109-118.

7. Karlsson A., Beharry Z. M., Eby D. M., Coulter E. D., Neidle E. L, Kurtz D. M., Eklund H., Ramaswa-
my S., (2002), J. Mol. Biol., 318, 261-272.

8. Wojcieszyniska D., Gren 1, tabuzek S., (2005), Post. Mikrobiol., 44, 63-70.

9. Moon J., Chang H., Min K. R, Kim Y., (1995), Biochem. Biophys. Res. Commun., 208, 943-949.

10. Ishiyama D., Vujaklija D., Davies j., (2004), Appl. Environ. Microbiol., 70, 1297-1306.

11. Zaborina O., Latus M., Eberspacherj., Golovleva L. A., Lingens F., (1995), j. Bacteriol., 177, 299-234.

12. Bugg T. D. H., (2003), Tetrahedron, 59, 7075-7101.

13. Fujiwara M., Golovleva L. A., Saeki Y., Nozaki M., Hayaishi 0., (1975), j. Biol. Chem., 250, 4848-4855.

14. Reddig N., Pursche D., Krebs B., Rompel A., (2004), Inorg. Chim. Acta, 357, 273-271.

15. Suarez M., Ferrer E. (1996), FEMS Microbiol. Lett.,, 143, 89-95.

16. Harpel M. R, Lipscomb J. D., (1990), j. Biol. Chem., 265, 22187-22196.

17. Werwath j., Arfmann H. A., Pieper D. H., Timmis K. N., Wittich R. M., (1998), J. Bacteriol., 180,
4171-4176.

18. Takenaka S., Murakami S., Shinke R., Aoki K. (1998), Arch. Microbiol., 170, 132-137.

19. Gibson D. T., Parales R. E., (2000), Curr. Opin. Biotechnol., 11, 236-243.

20. Pessione E., Divari S., Griva E., Cavaletto M., Rossi G. L., Gilardi G., Giunta C., (1999), Eur. J. Bio-
chem., 265, 549-555.

21. Ullrich R., Hofrichter M., (2007), Cell. Mol. Life Sci., 64, 271-293.

22. Mason j. R, Cammack R., (1992), Annu. Rev. Microbiol., 46, 277-305.

23. Wackett L. P., (2002), Enzym. Microb. Technol., 31, 577-587.

24. Parales R. E., Parales j. V., Gibson D. T., (1999), j. Bacteriol., 181, 1831-1837.

25. Yeates Ch., Holmes A. j., Gillings M. R., (2000), Environ. Microbiol., 2, 644-653.

26. Colbert Ch. L, Couture M. M. j., Eltis L. D., Bolin j. T., (2000), Structure, 8, 1267-1278.

27. Parales R. E.,, Resnick S. M., Yu C,, Boyd D. R, Sharma N. D., Gibson D. T., (2000), J. Bacteriol., 182,
5495-5504.

28. Jiang H., Parales R. E.,, Lynch N. A, Gibson D. T., (1996), j. Bacteriol., 178, 3133-3139.

29. Parales R. E., Lee K, Resnick S. M., Jiang H., Lessner D. J., Gibson D. T., (2000), J. Bacteriol., 182,
141-149.

o

86 PRACE PRZEGLADOWE



30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.

43.
44.

45.
46.

47.
48.
49.
50.
51.
52.

53.
54.

55.
56.
57.

58.
59.

60.
61.
62.
63.

64.
65.

66.

BIOTECHNOLOGIA 3 (82) 71-88 2008

Dioksygenazy - gtéwne enzymy degradacji zwigzkéw aromatycznych

Bugg T. D. H., (2001), Curr. Opin. Chem. Biol., 5, 550-555.

Parate$ J. V., Parate$ R. E., Resnick S. M., Gibson D. T., (1998), J Bacteriot., 180, 1194-1199.
Parate$ R. E, Emig M. D., Lynch N. A., Gibson D. T., (1998), J. Bacteriot., 180, 2337-2344.
Harayama S., Rekik M., (1989), J. Biot. Chem., 264, 15328-15333.

Vetting M. W., Ohtendorf D. H., (2000), Structure, 8, 429-440.

MeerJd. R, Eggen R. I. L, Zehnder A.J. B., de Vos W. M., (1999), J. Bacteriot., 173, 2425-2434.
Potrawfke T., Armengaud J., Wittich R. M., (2001), J. Bacteriot., 183, 997-1011.

Briganti F., Mangani S. at ail, (1998), FEBS Lett., 433, 58-62.

Bugg T. D. Fi, Lin G, (2001), Chem. Commun., 941-952.

Ohtendorf D. H., Orvitte A. M., Lipscomb J. D., (1994), J. Mot. Biot., 244, 586-608.
Arunachatam U., Massey V., (1994), J. Biol. Chem., 269, 11795-11801.

Orville A. M., Lipscomb J. D., Ohtendorf D. Fk, (1997), Biochemistry, 36, 10052-10066.
Ferraroni M., Solyanikova P., Kolomytseva M. P., Scozzafava A., Golovleva L., Briganti F., (2004), J.
Biot. Chem., 279, 27646-27655.

Briganti F., Pessione E., Giunta C., Mazzoti R., Scozzafava A., (2000), J. Prot. Chem., 19, 709-716.
Nakai Ch., Horiike K., Kuramitsug S., Kagamiyamap Fl., Nozaki M., (1990), J. Biot. Chem., 265,
660-665.

Briganti F., Pessione E., Giuntab C., Scozzafava A., (1997), FEBS Lett., 416, 61-64.

Bertini I., Briganti F., Mangani S., Notting Ft. F., Scozzafava A., (1995), Coordin. Chem. Rev., 144,
321-345.

Yamahara R., Ogo S., Masuda Fi.,, Watanabe Y., (2002), J. tnorg. Blochem., 88, 284-294.

EHis L. D., Botin J. T., (1996), J. Bacteriot., 178, 5930-5937.

Kulakov L. A., Delcroix V. A., Larkin M. J., Ksenzenko V. N. Kulakova A. N., (1998), Microbiology,
144, 955-963.

Duffner F. M., Kirchner U., Bauer M. P., Muller R., (2000), Gene, 256, 215-221.

Mampet J., Provident! M. A., Cook A., (2005), Arch. Microbiol., 183, 130-139.

Spence E. L., Kawamukai M., Sanvoisin J., Braven H., Bugg T. D. H., (1996), J. Bacteriot., 178,
5249-5256.

Bugg T. D. H., Winfield C. H. J., (1998), Nat. Prod. Rep., 47, 513-530.

Li X.,, Guo M., FanJ., Tang W., Deqgiang W., Ge Fi., Rong Fi., Teng M., Niu L., Liu Q., Fiao Q., (2006),
Protein Sci., 15, 71-771.

Nogales J., Canales A., Jimenez-Barbero J., GardaJ. L., Diaz E., (2005), J. Biot. Chem., 280, 35382-
-35390.

Vetting M. W., Wackett L. P., Que L., Lipscomb J. D., Ohtendorf D. Fi., (2004), J. Bacteriot., 186,
1945-1958.

Ishidaa T., Kitab A., Mikib K., Nozakia M., Fioriike K., (2002), International Congress Series, 1233,
213-220.

Que L., Ho R. Y. N, (1996), Chem. Rev., 96, 2607-2624.

Reynolds M. F., Costas M., tto M.,Jo D. H,, Tipton A. A., Whiting A. K., Que Jr. L., (2003), J. Biot.
Inorg. Chem., 8, 263-272.

Uragami Y., Senda T., Sugimoto K., Sato N., Nagarajan V., Masai E., Fukuda M., Mitsui Y., (2001), J.
inorg. Blochem., 3, 269-279.

Shu L., Chiou Y., Orville A. M., Miller M. A. Lipscomb J. D, Que L. (1995), Biochemistry, 34,
6649-6659.

Sato N., Uragami Y., Nishizaki T., Takahashi Y., Sazaki G., Sugimoto K., Nonaka T., Masai E., Senda
T., (2002), J. Mol. Biot., 321, 621-636.

Kita A., Kita S., Fujisawa 1., tnaka K., Ishida T., Horiike K., Nozaki M., Miki K., (1999), Structure, 7,
25-34.

Witmot C. M., (2007), Science, 316, 379-380.

Kaschabek S. R., Kasberg T., Muller D., Mars A. E., Janssen D. B., Reineke W., (1998), J. Bacteriot.,
180, 296-302.

Riegert U., Heiss G., Fischer P., Stotz A., (1998), j. Bacteriot., 180, 2849-2853.

87



Urszula Guzik, lzabela Gren, Danuta Wojcieszyriska, Sylwia tabuzek

67.
68.
69.
70.

71.
72.

73.
74.
75.
76.
7.
78.

79.

80.
81.

88

Bartels 1, Knackmuss H. J., Reineke W., (1984), Appl. Environ. Microbiol., 4, 500-505.
Hollenderd., Hopp J., Dott W., (2000), World J. Microbiol. Biotechnol., 16, 445-450.

Riegert U., Burger S., Stolz A., (2001), J. Bacteriol., 183, 2322-2330.

Hylckama Vliegl J. E. T., Poelarends G. J., Mars A. E., Janssen D. B., (2000), Curr. Opin. Microbiol., 3,
257-262.

Kiecka G. M., Gibson D. T., (1981), Appl. Environ. Microbiol., 41, 1159-1165.

Mars A. E., Kingman j., Kaschabek S. R., Reineke W., Janssen D. B., (1999), J. Bacteriol., 181,
1309-1318.

Ohtsubo Y., Miyauchi K., Kanda K., Hatta T., Kiyohara H., Senda T., Nagata Y., Mitsui Y., Takagi M.,
(1999), FEBS Lett., 459, 395-398.

Hassett D.J., Ochsner U. A., Groce S. L., Parvatiyar K., Maj., LipscombJ. D., (2000), Appl. Environ.
Microbiol., 66, 4119-4123.

Vaillancourt F. H., Labbe G., Rouin N. M., Fortin P. D., Eltis L. D., (2002), J. Biol. Chem., 277,
2019-2027.

Milo R. E., DufFner F. M., Muller R., (1999), Extremophiles, 3, 185-190.

Arciero D. M., Orville A. M., Lipscomb J. D., (1985), J. Biol. Chem., 260, 14035-14044.

Bertini I., Briganti F., Sozzafava A., (1994), FEBS Lett., 343, 56-60.

Hatta T., Mukerjee-Dhar G., DamborskyJ., Kiyohara H., Kimbara K. (2003), J. Biol. Chem., 278,
21483-21492.

Quejr. L, Widom J., Crawford R. L, (1981), J. Biol. Chem., 256, 10941-10944.

Gren 1., Guzik U., Wojcieszyriska D., Labuzek S., (2008), Biotechnologia, (w druku).

PRACE PRZEGLADOWE



