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Wspotczesne metody badawcze w okreslaniu
struktur dioksygenaz intradiolowych

Prosimy cytowac jako: CHEMIK 2012, 66, 12, 1346-1351

Wstep

W dobie duzego zainteresowania procesami biodegradacji zwiaz-
koéw aromatycznych wiele uwagi poswieca sie¢ badaniom enzymoéw
degradacyjnych, wsréd ktorych kluczowe miejsce zajmuja dioksy-
genazy rozszczepiajace pierscien aromatyczny [1, 2]. Enzymy te ka-
talizuja otwarcie pierscienia w wyniku przytaczenia dwoch atomoéw
tlenu czasteczkowego i s3 klasyfikowane do dwéch grup na podsta-
wie regiospecyficznosci rozszczepienia pierscienia: intradiolowych
i ekstradiolowych [3]. Rozszczepienie pierscienia z udzialem dioksy-
genaz intradiolowych nie tylko umozliwia degradacje trudno rozkta-
dalnych zwiazkéw aromatycznych, takich jak: chloro- i nitrofenole,
bifenyle oraz policykliczne weglowodory aromatyczne, ale takze pro-
wadzi do pozyskania cennych intermediatéw do syntez organicznych
(kwas cis, cis-mukonowy oraz 3- karboksy- cis, cis- mukonowy).

Dioksygenazy intradiolowe — enzymy zaangazowane
w rozkiad zwiazkéw aromatycznych

Dioksygenazy intradiolowe katalizujg otwarcie pierscienia aroma-
tycznego pomigdzy dwoma hydroksylowanymi atomami wegla uktadu
aromatycznego, inicjujac rozktad zwiazkéw aromatycznych szklakiem
orto. Jest to nieliczna rodzina enzyméw posiadajacych niehemowo
zwiazane zelazo (11l). Prawdopodobnie pochodza one z jednej linii ewo-
lucyjnej. Na podstawie analizy budowy przestrzennej oraz sekwencji
aminokwasowej dioksygenazy tej grupy podzielono na: |,2-dioksyge-
nazy katecholowe zbudowane z podjednostek o, 3,4-dioksygenazy
protokatechowe zbudowane z réznej liczby podjednostek af} oraz
[,2-dioksygenazy hydroksyhydrochinonowe zbudowane, podobnie jak
dioksygenazy katecholowe, z podjednostek a.. Pomimo réznej budowy
podjednostkowej, domeny katalityczne dioksygenaz intradiolowych sa
podobnie uksztattowane [4, 5].

W centrum aktywnym dioksygenaz intradiolowych zelazo w geo-
metrii koordynacyjnej bipiramidy trygonalnej zwigzane jest z czterema
endogennymi biatkowymi ligandami. W trygonalnej formacji dwupi-
ramidowej atom centralny potaczony jest z 5 czasteczkami w wierz-
chotkach obydwu piramid [2]. Tyrozyna 408, Histydyna 460 i grupa
hydroksylowa sa przytaczone do Fe(lll) w ptaszczyznie réwnikowe;j,
natomiast Tyrozyna 447 i Histydyna 462 w plaszczyznie osiowej. Bu-
dowa centrum aktywnego jest $cisle zwigzana z funkgcja, jaka ono petni.
W badaniach nad struktura kompleksu enzym-substrat 3,4-dioksyge-
nazy protokatechowej wykazano, iz przytaczenie substratu wiaze sig
z odtaczeniem grupy hydroksylowej i Tyrozyny 447, a przytaczony sub-
strat oddaje dwa protony odfaczonym podstawnikom [4, 5].

3,4-dioksygenaza protokatechowa jest enzymem katalizujacym
przeksztatcenie kwasu protokatechowego w kwas 3-karboksy-cis,cis-
mukonowy [I, 6, 7]. Enzym ten ma budowe oligomeryczna, sktada sie
z dwoch réznych typéw podjednostek — o oraz § tworzacych struktu-
re (apFe) . Podjednostki f tacza protomery budujace oligomeryczna
strukture i s3 utozone wzdtuz osi symetrii tetraedru tworzac otoczke
zaglebienia o $rednicy 50 A Podjednostki o utozone sa w sasiedztwie
szczytdw dwdch osi symetrii, moga takze wystepowad w naroznikach
przeciwlegtych $cian. Pomiedzy podjednostkami o.i f niedaleko szczytu
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osi symetrii znajduje sie centrum aktywne. Podjednostki sa wzgledem
siebie homologiczne. Podjednostka 3 zbudowana jest z ok. 200 reszt
aminokwasowych, natomiast podjednostka o —z 230 reszt aminokwa-
sowych. Struktura drugorzedowa przyjmuje konformacje p-beczki,
ktora stanowi f-harmonijka zbudowana z 8 fancuchéw, skrecona
i zwinigta w zamknietg strukture, ktéra poprzez zfozenie w potowie
przypomina zgieta kartke [2, 5, 6].

Szeroko opisang klasa enzyméw intradiolowych sa |,2-dioksyge-
nazy katecholowe [EC I.13.11.1]. Enzymy te rozszczepiaja pierscien
aromatyczny katecholu do kwasu cis,cis-mukonowego. Wyréznia sie
w ich obrebie, ze wzgledu na katalizowany substrat, dwie podklasy:
| — dioksygenaz katecholowe, katalizujace rozktad katecholu i metylo-

katecholu oraz rzadziej 4-chlorokatecholu
Il - dioksygenaz chlorokatecholowe, rozkiadajace katechol, a takze

jego chlorowane oraz metylowane formy [7+10].

Dioksygenazy katecholowe sa homodimerami dwoch jednako-
wych podjednostek a, z ktorych kazda posiada kofaktor- Fe(lll). Kazda
podjednostka zbudowana jest z ok. 300 aminokwaséw i jest zwinigta
w dwie domeny: domene katalityczng przypominajaca budowg rdzen
dioksygenaz protokatechowych oraz domene terminalng bioraca
udziat w dimeryzacji. Domena N-terminalna sktada sig z ok. 100 reszt
aminokwasowych tworzacych 5 helis. Dioksygenazy tej klasy réznig sie
od innych dioksygenaz intradiolowych, zaréwno budowa podjednost-
kowa jak i tacznikiem o helikalnym ksztafcie wystepujacym na granicy
podjednostek, do ktérego przytaczany jest fosfolipid. Rola fosfolipidu
do tej pory nie zostata dokfadnie poznana [5, 6, 9].

Trzecia grupa dioksygenaz intradiolowych sa |,2-dioksygenazy hy-
droksyhydrochinonowe [EC I.13.11.37] katalizujace przeksztatcenie
hydroksyhydrochinonu w 3-hydroksy-cis,cis-mukonian. Model struk-
tury przestrzennej zostat opisany dla dioksygenazy hydroksyhydrochi-
nonowej szczepu Nocardioides simplex 3E. Jest to homodimer o wy-
miarach 110x50x50 A. Jego budowa i sktad podjednostkowy (a.,) jest
podobny do dioksygenaz katecholowych, co jest zwigzane z ich wyso-
kim pokrewienstwem. Pomimo duzego podobienstwa do dioksygenaz
katecholowych, w budowie dioksygenaz hydroksyhydrochinonowych
wystepuja specyficzne reszty aminokwasowe (Leu80, Asp83, Val 107,
Phel08, Glyl109, Prol 10, Phelll, llel99, Pro200, Arg218, Val251)
oraz duze otwory umozliwiajace przytaczenie substratu w goérnej cze-
$ci centrum aktywnego [5, 8].

Mechanizm intradiolowego rozszczepienia pierscienia nie jest
do konca poznany. Na podstawie analizy struktury przestrzennej
3,4-dioksygenazy protokatechowej i |,2-dioksygenazy katecholowej
oraz komplekséw enzym- substrat, a takze opierajac sie na wtasciwo-
$ciach biochemicznych i spektroskopowych, zaproponowano mecha-
nizm intradiolowego rozszczepienia pierscienia aromatycznego.

Proces rozszczepienia pierscienia rozpoczyna sie od przytaczenia
substratu do centrum aktywnego. Substrat przekazuje dwa protony,
jeden do grupy hydroksylowej, a drugi do tyrozyny w pozycji osiowe;j,
co prowadzi do deprotonacji obydwu grup hydroksylowych substra-
tu. Réwnoczesnie dochodzi do dysocjacji ligandéw skoordynowanych
z zelazem centrum aktywnego i przytaczenia dianionowego substratu,
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co prowadzi do chelatacji, aktywujacej elektrofilowy atak, czasteczki
tlenu. W wyniku tego procesu dochodzi do powstania wigzania nad-
tlenkowego migdzy zelazem i substratem. Tyrozyna w pozycji réwni-
kowej ufatwia ketonizacje miedzy C3-O, w wyniku czego powstaje
karboanion stabilizowany przez arginine kontrolujaca razem z tyro-
zyna bezposredni atak czasteczki tlenu. W konsekwencji dochodzi
do otwarcia struktury pierscienia i uwolnienia produktu — kwasu cis, ci-
s-mukonowego lub jego pochodnej [2,11,12].

Metody badawcze stosowane w okreslaniu struktury
dioksygenaz intradiolowych

Badania wiasciwosci dioksygenaz intradiolowych, w tym ich struk-
tury, sa obiektem zainteresowan od kilku lat. Obecnie szerokie zasto-
sowanie w badaniu tych enzymoéw znalazty metody zwiazane z dwoma
dziedzinami: krystalografia (krystalografia rentgenowska) oraz spektro-
skopia (spektrometria mas, spektroskopia elektronowego rezonansu
paramagnetycznego (EPR) oraz spektroskopia rentgenowska (XAS)).

Poczatkowo krystalografie wiazano z mineralogia i materiatoznaw-
stwem. Obecnie stosowana jest w wielu gateziach przemystu i nauki,
w tym biologii. Pozwala ona bowiem na zobrazowanie czasteczki o upo-
rzadkowanej strukturze, do jakich zalicza sig m.in. biatka [|3]. Krysta-
lografia rentgenowska znalazta zastosowanie w ustalaniu wymiaréw
i geometrii sieci krystalicznej tworzonej przez komoérke elementarna.
Dziatanie tej metody oparte jest na rejestracji widm dyfrakcyjnych pro-
mieni rentgenowskich, powstajacych przez interakcje promieniowania
z chmurami elektronowymi czasteczek wykazujacych strukture upo-
rzadkowang. Zastosowanie krystalografii rentgenowskiej pozwolito
na poznanie struktury tréjwymiarowej |,2-dioksygenazy katecholowej
szczepu Acinetobacter radioresistens LGM S13 (Ar-1,2-CTD) oraz jej
dwoch mutantow: A72G i L69A. W wyniku przeprowadzonych ana-
liz dowiedziono, iz enzymy te naleza do grupy symetrii C2. Posiadaja
jeden monomer w asymetrycznej czesci, ktory tworzy funkcjonalny
model homodimeru. Wykazano, iz struktura Ar-1,2-CTD jest bardzo
podobna do struktury wigkszosci |,2-dioksygenaz katecholowych.
Zaobserwowano, ze Ar-1,2-CTD ulega faldowaniu w C-terminalng
[-harmonijke tworzaca losowo zwoje, przez co cato$¢ odzwiercie-
dla domeng katalityczng. Jest ona potaczona z domeng N-terminal-
na zbudowana z 4 a-helis. Obserwuije si¢ takze silnie hydrofobowa
przestrzen, w ktorej widoczny jest fosfolipid. Budowa centrum aktyw-
nego jest taka sama, jak w catej rodzinie enzyméw intradiolowych.
Zelazo(lll) jest potaczone koordynacyjnie z 5 ligandami w trygonalnej
dwupiramidowej geometrii, odpowiednio Tyrl6l, Tyrl95, His219
i His221. Jedna z bardziej widocznych réznic jest zagtebienie dla kom-
pleksu enzym-substrat, ktére okazato si¢ wigksze u mutantéw, niz
enzymu macierzystego. Mutanty wykazaty takze wieksza preferencje
wzgledem 4-chlorokatecholu [9].

Innym przykiadem wykorzystania techniki krystalografii rent-
genowskiej byfa analiza struktury |,2-dioksygenazy hydroksyhydro-
chinonowej szczepu Nocardioides simplex3E. W okolicach centrum
aktywnego tego enzymu zlokalizowano jon miedzi (I), ktdry najpraw-
dopodobniej odpowiada za stabilizacje¢ enzymu, poprzez jego obec-
no$¢ w taczniku helikalnym [8].

Spektrometria mas (MS) jest technika analizy zjonizowanych form
czasteczek w fazie gazowej. Wykorzystuje sig ja w celu okreslenia masy
molekularnej, struktur nieznanych zwiazkéw, potwierdzania struktury
syntetyzowanych zwiazkéw lub ustalenia skfadu jakosciowego i iloscio-
wego mieszanin [14].

Przyktadem zastosowania techniki MS w analizie biatek jest wy-
korzystanie spektrometrii mas MALDI-TOF w celu detekcji czaste-
czek fosfolipidu w taczniku helikalnym 1,2-dioksygenazy katecholo-
wej szczepu A. radioresistens LGM S13. W tym celu wykorzystano
spektrometr MALDI-TOF zaopatrzony w laser azotowy, emitujacy
dtugos¢ fali 337 nm. Dzieki temu udafo sie zaobserwowaé obsza-
ry o zwiekszonej gestosci elektronowej, odpowiadajace obecnosci
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hydrofobowych tancuchéw fosfolipidowych, natomiast obszary stab-
szego sygnafu sugerowaly obecnos¢ czesci hydrofilowej fosfolipidu.
W celu ustalenia rodzajow fosfolipidow w faczniku helikalnym bada-
nego enzymu, poréwnano sygnaty uzyskiwane dla wzorcowych fos-
folipidéw. Na tej podstawie zidentyfikowano dwa fosfolipidy: glice-
rofosfoinozytol oraz monofosforan glicerofosfoinozytolu. Nie udato
sie jednak jednoznacznie okresli¢, ktory z nich wystepuje w taczniku
z powodu zbyt stabego sygnatu w okolicach czesci hydrofilowej ba-
danego fosfolipidu [9].

Spektroskopia rentgenowska (XAS) jest szeroko stosowana tech-
nika, nalezacg do absorpcyjnej spektrometrii atomowej. Wykorzystu-
je dziatanie promieniowania rentgenowskiego na badany obiekt. XAS
wykorzystano w badaniach centrum aktywnego |,2-dioksygenazy
hydroksyhydrochinonowej szczepu N. Simplex 3E oraz 1,2-dioksy-
genazy chlorokatecholowej szczepu R. erythropolis |CP. Poréwnano
enzymy natywne i ich kompleksy z substratami. Uzyskane widma byty
typowe dla metalu potaczonego z tlenowymi i azotowymi liganda-
mi. Wykonane obliczenia sugeruja obecnosé Fe (lll) jako chromoforu
skoordynowanego z 5 ligandami. Wazny jest zauwazalny gorszy sy-
gnat oraz zaktécenia podczas tworzenia kompleksu enzym-substrat,
co wskazuje na znaczace zmiany w centrum aktywnym, wynikajace
z bezposredniej interakcji substratu z jonem metalu centrum aktyw-
nego enzymu. Na podstawie obserwacji przyjeto, iz substraty dioksy-
genaz intradiolowych, charakteryzujace si¢ dwoma grupami hydrok-
sylowymi w pozycji orto, przytaczaja sie¢ do centrum aktywnego jako
dianiony katecholanowe. Widma komplekséw enzym-substrat dla
|,2-dioksygenazy hydroksyhydrochinonowej oraz |,2-dioksygenazy
chlorokatecholowej, uzyskane z zastosowaniem spektroskopii rent-
genowskiej metoda krawedzi absorpcji, wykazaty ich energie odpo-
wiednio 10,8x102eV i 10,3x102eV. Wskazuije to, ze podczas zamiany
aminokwasowych ligandéw zelaza (Ill) przez substrat, nie zmienia sie
liczba koordynacyjna tego jonu [12].

Spektroskopia elektronowa rezonansu paramagnetycznego (EPR)
jest jedna z technik wykorzystywanych w analizie struktur posiada-
jacych przynajmniej jeden niesparowany elektron (organiczne i nie-
organiczne wolne rodniki, kompleksy z jonami metali przejsciowych
majacymi niezapetniona powtoke d). Jej dziatanie opiera sie na bada-
niu spindw elektronéw. Metode EPR wykorzystano podczas badan
poréwnawczych mechanizmu tworzenia kompleksu |,2-dioksyge-
nazy katecholowej szczepu P putida DSM 437 z substratem w roz-
puszczalnikach organicznych oraz srodowisku wodnym. Do tego celu
wykorzystano EPR w temperaturach ciekiego helu oraz dwa rodzaje
probek: zliofilizowany enzym zawieszony w buforze o pH 8,5 oraz
zliofilizowany enzym zawieszony w heksanie, w warunkach beztleno-
wych. W momencie przytaczenia substratu do centrum aktywnego,
badane widmo ulega zmianie. Sygnaly wskazuja na osiowe zwigza-
nie jonu zelaza oraz znaczng heterogenno$¢ w centrum aktywnym.
Jest to charakterystyczne dla dioksygenaz 3,4-protokatechowych.
Powstaty stan tlumaczy si¢ szeregiem powstajacych intermediatow
prowadzacych do istotnego stanu przejsciowego. Obserwuje sie
dwie zasadnicze wartosci rezonansu, sygnaty dla heksanu maja szer-
szy zakres niz w $rodowisku wodnym. Analiza widmowa enzymu
w $rodowisku wodnym wykazata homogeniczno$é srodowiska cen-
trum zelazowego. W liofilizacie z heksanem obserwowano heteroge-
nicznos$¢ centrum, co moze $wiadczyé o réznej konformaciji enzymu
w zaleznosci od charakteru srodowiska. Ponadto zaobserwowano
réwniez, ze po wprowadzeniu substratu do roztworu wodnego en-
zymu zmiany w widmie EPR nastgpowaly natychmiast po podaniu;
natomiast gdy enzym znajdowat sie w $rodowisku hydrofobowym
zmiany w widmie zachodzity stopniowo. Wskazuje to na znaczne
spowolnienie reakcji przytaczania katecholu w srodowisku orga-
nicznym w poréwnaniu do srodowiska wodnego. Prawdopodobnie
w srodowisku hydrofobowym dochodzi do pézniejszego unierucha-
miania intermediatéw katecholowo-zelazowych [15].
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Podsumowanie

Zastosowanie nowoczesnych metod badawczych w badaniu
struktur dioksygenaz intradiolowych umozliwia nie tylko poznanie ich
budowy, ale pozwala tez na opisanie skomplikowanych mechanizméw
rozszczepienia, wyodrebnienia réznic pomiedzy enzymami macie-
rzystymi i zmutowanymi. W konsekwencji, zdobyta w ten sposob
wiedza pozwala na doskonalenie metodami inzynierii genetycznej en-
zymow degradacyjnych, ktére coraz czesciej staja sie podstawowymi
preparatami wykorzystywanymi w procesach bioremediacyjnych.
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Naukowcy opracowali zel z Inu
o wilasciwosciach bakteriobdjczych

Naukowcy z Uniwersytetu Wroctawskiego opracowali zel o wia-
$ciwosciach bakterio- i grzybobdjczych na bazie genetycznie modyfi-
kowanego Inu. Preparat moze by¢ stosowany w leczeniu cigezko goja-
cych sie ran i by¢ alternatywa dla tradycyjnych antybiotykow.

Preparat zostal opracowany przez zespét naukowcédw skupio-
nych w Fundagiji Linum, kierowanej przez prof. Jana Szopg-Skérkow-
skiego, biotechnologa z Uniwersytetu Wroctawskiego.

Jak wyjasnit Szopa-Skoérkowski, preparat o wtasciwosciach anty-
biotyku ma zastosowanie w dermatologii. ,,Zawiera on szerokie spek-
trum zwiazkéw antybakteryjnych i antygrzybiczych, w tym fenylo-
propanoidéw, aminokwaséw siarkowych i glutationu, karotenoidéw
i poliamin. Daje to szerokie, niespotykane dotychczas mozliwosci
przeciwdziatania infekcji bakteryjnej i grzybowej wikiajacej proces
leczenia choréb skérnych. Tym samym produkt ten stwarza mozli-
wos¢ zabezpieczenia sie na przysztos¢ przed szybko mutujacymi mi-
kroorganizmami patogennymi. Jest to bardzo wazny element, z uwagi
na szybko rozprzestrzeniajacg si¢ opornos¢ mikroorganizméw na ak-
tualnie stosowane antybiotyki, czego skutkiem jest wzrastajaca cze-
stos¢ zakazen zaréwno szpitalnych jak i pozaszpitalnych, wywotanych
przez szczepy ziarenkowcoéw Gram-dodatnich i szczepy grzybowe
Candida” — powiedziat naukowiec.

Preparat na bazie genetycznie modyfikowanego Inu moze by¢
stosowany na cigzko gojace sie rany powstajace na skutek owrzo-
dzen zylnych, miazdzycy, zespotu stopy cukrzycowej, na odlezyny
oraz na rzadziej spotykane chroniczne rany immunologiczne, hema-
tologiczne i owrzodzenia nowotworowe.

wybrata em

http://www.naukawpolsce.pap.pl/aktualnosci/news,392766,nau-

kowcy-opracowali-zel-z-Inu-o-wlasciwosciach-bakteriobojczych.html
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