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Wstęp

W dobie dużego zainteresowania procesami biodegradacji związ-

ków aromatycznych wiele uwagi poświęca się badaniom enzymów 
degradacyjnych, wśród których kluczowe miejsce zajmują dioksy-

genazy rozszczepiające pierścień aromatyczny [1, 2]. Enzymy te ka-

talizują otwarcie pierścienia w wyniku przyłączenia dwóch atomów 
tlenu cząsteczkowego i są klasyfikowane do dwóch grup na podsta-

wie regiospecyficzności rozszczepienia pierścienia: intradiolowych 
i ekstradiolowych [3]. Rozszczepienie pierścienia z udziałem dioksy-

genaz intradiolowych nie tylko umożliwia degradację trudno rozkła-

dalnych związków aromatycznych, takich jak: chloro- i nitrofenole, 
bifenyle oraz policykliczne węglowodory aromatyczne, ale także pro-

wadzi do pozyskania cennych intermediatów do syntez organicznych  
(kwas cis, cis-mukonowy oraz 3- karboksy- cis, cis- mukonowy).

Dioksygenazy intradiolowe – enzymy zaangażowane  

w rozkład związków aromatycznych

Dioksygenazy intradiolowe katalizują otwarcie pierścienia aroma-

tycznego pomiędzy dwoma hydroksylowanymi atomami węgla układu 
aromatycznego, inicjując rozkład związków aromatycznych szklakiem 
orto. Jest to nieliczna rodzina enzymów posiadających niehemowo 
związane żelazo (III). Prawdopodobnie pochodzą one z jednej linii ewo-

lucyjnej. Na podstawie analizy budowy przestrzennej oraz sekwencji 
aminokwasowej dioksygenazy tej grupy podzielono na: 1,2-dioksyge-

nazy katecholowe zbudowane z podjednostek α, 3,4-dioksygenazy 
protokatechowe zbudowane z różnej liczby podjednostek αβ oraz 
1,2-dioksygenazy hydroksyhydrochinonowe zbudowane, podobnie jak 
dioksygenazy katecholowe, z podjednostek α. Pomimo różnej budowy 
podjednostkowej, domeny katalityczne dioksygenaz intradiolowych są 
podobnie ukształtowane [4, 5].

W centrum aktywnym dioksygenaz intradiolowych żelazo w geo-

metrii koordynacyjnej bipiramidy trygonalnej związane jest z czterema 
endogennymi białkowymi ligandami. W trygonalnej formacji dwupi-
ramidowej atom centralny połączony jest z 5 cząsteczkami w wierz-

chołkach obydwu piramid [2]. Tyrozyna 408, Histydyna 460 i grupa 
hydroksylowa są przyłączone do Fe(III) w płaszczyźnie równikowej, 
natomiast Tyrozyna 447 i Histydyna 462 w płaszczyźnie osiowej. Bu-

dowa centrum aktywnego jest ściśle związana z funkcją, jaką ono pełni. 
W badaniach nad strukturą kompleksu enzym–substrat 3,4-dioksyge-

nazy protokatechowej wykazano, iż przyłączenie substratu wiąże się 
z odłączeniem grupy hydroksylowej i Tyrozyny 447, a przyłączony sub-

strat oddaje dwa protony odłączonym podstawnikom [4, 5].
3,4-dioksygenaza protokatechowa jest enzymem katalizującym 

przekształcenie kwasu protokatechowego w kwas 3-karboksy-cis,cis-

mukonowy [1, 6, 7]. Enzym ten ma budowę oligomeryczną, składa się 
z dwóch różnych typów podjednostek – α oraz β tworzących struktu-

rę (αβFe)
n
. Podjednostki β łączą protomery budujące oligomeryczną 

strukturę i są ułożone wzdłuż osi symetrii tetraedru tworząc otoczkę 
zagłębienia o średnicy 50 Å. Podjednostki α ułożone są w sąsiedztwie 
szczytów dwóch osi symetrii, mogą także występować w narożnikach 
przeciwległych ścian. Pomiędzy podjednostkami α i β niedaleko szczytu 

osi symetrii znajduje się centrum aktywne. Podjednostki są względem 
siebie homologiczne. Podjednostka β zbudowana jest z ok. 200 reszt 
aminokwasowych, natomiast podjednostka α – z 230 reszt aminokwa-

sowych. Struktura drugorzędowa przyjmuje konformację β-beczki, 

którą stanowi β-harmonijka zbudowana z 8 łańcuchów, skręcona 
i zwinięta w zamkniętą strukturę, która poprzez złożenie w połowie 
przypomina zgiętą kartkę [2, 5, 6].

Szeroko opisaną klasą enzymów intradiolowych są 1,2-dioksyge-

nazy katecholowe [EC 1.13.11.1]. Enzymy te rozszczepiają pierścień 
aromatyczny katecholu do kwasu cis,cis-mukonowego. Wyróżnia się 
w ich obrębie, ze względu na katalizowany substrat, dwie podklasy:
I –  dioksygenaz katecholowe, katalizujące rozkład katecholu i metylo-

katecholu oraz rzadziej 4-chlorokatecholu
II –  dioksygenaz chlorokatecholowe, rozkładające katechol, a także 

jego chlorowane oraz metylowane formy [7÷10].
Dioksygenazy katecholowe są homodimerami dwóch jednako-

wych podjednostek α, z których każda posiada kofaktor- Fe(III). Każda 
podjednostka zbudowana jest z ok. 300 aminokwasów i jest zwinięta 
w dwie domeny: domenę katalityczną przypominającą budową rdzeń 
dioksygenaz protokatechowych oraz domenę terminalną biorącą 
udział w dimeryzacji. Domena N-terminalna składa się z ok. 100 reszt 
aminokwasowych tworzących 5 helis. Dioksygenazy tej klasy różnią się 
od innych dioksygenaz intradiolowych, zarówno budową podjednost-
kową jak i łącznikiem o helikalnym kształcie występującym na granicy 
podjednostek, do którego przyłączany jest fosfolipid. Rola fosfolipidu 
do tej pory nie została dokładnie poznana [5, 6, 9].

Trzecią grupą dioksygenaz intradiolowych są 1,2-dioksygenazy hy-

droksyhydrochinonowe [EC 1.13.11.37] katalizujące przekształcenie 
hydroksyhydrochinonu w 3-hydroksy-cis,cis-mukonian. Model struk-

tury przestrzennej został opisany dla dioksygenazy hydroksyhydrochi-
nonowej szczepu Nocardioides simplex 3E. Jest to homodimer o wy-

miarach 110x50x50 Å. Jego budowa i skład podjednostkowy (α2) jest 
podobny do dioksygenaz katecholowych, co jest związane z ich wyso-

kim pokrewieństwem. Pomimo dużego podobieństwa do dioksygenaz 
katecholowych, w budowie dioksygenaz hydroksyhydrochinonowych 
występują specyficzne reszty aminokwasowe (Leu80, Asp83, Val107, 
Phe108, Gly109, Pro110, Phe111, Ile199, Pro200, Arg218, Val251) 
oraz duże otwory umożliwiające przyłączenie substratu w górnej czę-

ści centrum aktywnego [5, 8].
Mechanizm intradiolowego rozszczepienia pierścienia nie jest 

do końca poznany. Na podstawie analizy struktury przestrzennej 
3,4-dioksygenazy protokatechowej i 1,2-dioksygenazy katecholowej 
oraz kompleksów enzym– substrat, a także opierając się na właściwo-

ściach biochemicznych i spektroskopowych, zaproponowano mecha-

nizm intradiolowego rozszczepienia pierścienia aromatycznego.
Proces rozszczepienia pierścienia rozpoczyna się od przyłączenia 

substratu do centrum aktywnego. Substrat przekazuje dwa protony, 
jeden do grupy hydroksylowej, a drugi do tyrozyny w pozycji osiowej, 
co prowadzi do deprotonacji obydwu grup hydroksylowych substra-

tu. Równocześnie dochodzi do dysocjacji ligandów skoordynowanych 
z żelazem centrum aktywnego i przyłączenia dianionowego substratu, 
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tlenu. W wyniku tego procesu dochodzi do powstania wiązania nad-

tlenkowego między żelazem i substratem. Tyrozyna w pozycji równi-
kowej ułatwia ketonizację między C3-O, w wyniku czego powstaje 
karboanion stabilizowany przez argininę kontrolującą razem z tyro-

zyną bezpośredni atak cząsteczki tlenu. W konsekwencji dochodzi 
do otwarcia struktury pierścienia i uwolnienia produktu – kwasu cis,ci-

s-mukonowego lub jego pochodnej [2,11,12].

Metody badawcze stosowane w określaniu struktury 

dioksygenaz intradiolowych

Badania właściwości dioksygenaz intradiolowych, w tym ich struk-

tury, są obiektem zainteresowań od kilku lat. Obecnie szerokie zasto-

sowanie w badaniu tych enzymów znalazły metody związane z dwoma 
dziedzinami: krystalografią (krystalografia rentgenowska) oraz spektro-

skopią (spektrometria mas, spektroskopia elektronowego rezonansu 
paramagnetycznego (EPR) oraz spektroskopia rentgenowska (XAS)).

Początkowo krystalografię wiązano z mineralogią i materiałoznaw-

stwem. Obecnie stosowana jest w wielu gałęziach przemysłu i nauki, 
w tym biologii. Pozwala ona bowiem na zobrazowanie cząsteczki o upo-

rządkowanej strukturze, do jakich zalicza się m.in. białka [13]. Krysta-

lografia rentgenowska znalazła zastosowanie w ustalaniu wymiarów 
i geometrii sieci krystalicznej tworzonej przez komórkę elementarną. 
Działanie tej metody oparte jest na rejestracji widm dyfrakcyjnych pro-

mieni rentgenowskich, powstających przez interakcje promieniowania 
z chmurami elektronowymi cząsteczek wykazujących strukturę upo-

rządkowaną. Zastosowanie krystalografii rentgenowskiej pozwoliło 
na poznanie struktury trójwymiarowej 1,2-dioksygenazy katecholowej 
szczepu Acinetobacter radioresistens LGM S13 (Ar-1,2-CTD) oraz jej 
dwóch mutantów: A72G i L69A. W wyniku przeprowadzonych ana-

liz dowiedziono, iż enzymy te należą do grupy symetrii C2. Posiadają 
jeden monomer w asymetrycznej części, który tworzy funkcjonalny 
model homodimeru. Wykazano, iż struktura Ar-1,2-CTD jest bardzo 
podobna do struktury większości 1,2-dioksygenaz katecholowych. 
Zaobserwowano, że Ar-1,2-CTD ulega fałdowaniu w C-terminalną 
β-harmonijkę tworzącą losowo zwoje, przez co całość odzwiercie-

dla domenę katalityczną. Jest ona połączona z domeną N-terminal-
ną zbudowaną z 4 α-helis. Obserwuje się także silnie hydrofobową 
przestrzeń, w której widoczny jest fosfolipid. Budowa centrum aktyw-

nego jest taka sama, jak w całej rodzinie enzymów intradiolowych.  
Żelazo(III) jest połączone koordynacyjnie z 5 ligandami w trygonalnej 
dwupiramidowej geometrii, odpowiednio Tyr161, Tyr195, His219 
i His221. Jedną z bardziej widocznych różnic jest zagłębienie dla kom-

pleksu enzym-substrat, które okazało się większe u mutantów, niż 
enzymu macierzystego. Mutanty wykazały także większą preferencję 
względem 4-chlorokatecholu [9].

Innym przykładem wykorzystania techniki krystalografii rent-
genowskiej była analiza struktury 1,2-dioksygenazy hydroksyhydro-

chinonowej szczepu Nocardioides simplex3E. W okolicach centrum 
aktywnego tego enzymu zlokalizowano jon miedzi (I), który najpraw-

dopodobniej odpowiada za stabilizację enzymu, poprzez jego obec-

ność w łączniku helikalnym [8].
Spektrometria mas (MS) jest techniką analizy zjonizowanych form 

cząsteczek w fazie gazowej. Wykorzystuje się ją w celu określenia masy 
molekularnej, struktur nieznanych związków, potwierdzania struktury 
syntetyzowanych związków lub ustalenia składu jakościowego i ilościo-

wego mieszanin [14].
Przykładem zastosowania techniki MS w analizie białek jest wy-

korzystanie spektrometrii mas MALDI-TOF w celu detekcji cząste-

czek fosfolipidu w łączniku helikalnym 1,2-dioksygenazy katecholo-

wej szczepu A. radioresistens LGM S13. W tym celu wykorzystano 
spektrometr MALDI-TOF zaopatrzony w laser azotowy, emitujący 
długość fali 337 nm. Dzięki temu udało się zaobserwować obsza-

ry o zwiększonej gęstości elektronowej, odpowiadające obecności 

hydrofobowych łańcuchów fosfolipidowych, natomiast obszary słab-

szego sygnału sugerowały obecność części hydrofilowej fosfolipidu. 
W celu ustalenia rodzajów fosfolipidów w łączniku helikalnym bada-

nego enzymu, porównano sygnały uzyskiwane dla wzorcowych fos-

folipidów. Na tej podstawie zidentyfikowano dwa fosfolipidy: glice-

rofosfoinozytol oraz monofosforan glicerofosfoinozytolu. Nie udało 
się jednak jednoznacznie określić, który z nich występuje w łączniku 
z powodu zbyt słabego sygnału w okolicach części hydrofilowej ba-

danego fosfolipidu [9].
Spektroskopia rentgenowska (XAS) jest szeroko stosowaną tech-

niką, należącą do absorpcyjnej spektrometrii atomowej. Wykorzystu-

je działanie promieniowania rentgenowskiego na badany obiekt. XAS 
wykorzystano w badaniach centrum aktywnego 1,2-dioksygenazy 
hydroksyhydrochinonowej szczepu N. Simplex 3E oraz 1,2-dioksy-

genazy chlorokatecholowej szczepu R. erythropolis 1CP. Porównano 
enzymy natywne i ich kompleksy z substratami. Uzyskane widma były 
typowe dla metalu połączonego z tlenowymi i azotowymi liganda-

mi. Wykonane obliczenia sugerują obecność Fe (III) jako chromoforu 
skoordynowanego z 5 ligandami. Ważny jest zauważalny gorszy sy-

gnał oraz zakłócenia podczas tworzenia kompleksu enzym-substrat, 
co wskazuje na znaczące zmiany w centrum aktywnym, wynikające 
z bezpośredniej interakcji substratu z jonem metalu centrum aktyw-

nego enzymu. Na podstawie obserwacji przyjęto, iż substraty dioksy-

genaz intradiolowych, charakteryzujące się dwoma grupami hydrok-

sylowymi w pozycji orto, przyłączają się do centrum aktywnego jako 
dianiony katecholanowe. Widma kompleksów enzym-substrat dla 
1,2-dioksygenazy hydroksyhydrochinonowej oraz 1,2-dioksygenazy 
chlorokatecholowej, uzyskane z zastosowaniem spektroskopii rent-
genowskiej metodą krawędzi absorpcji, wykazały ich energię odpo-

wiednio 10,8x10-2 eV i 10,3x10-2 eV. Wskazuje to, że podczas zamiany 
aminokwasowych ligandów żelaza (III) przez substrat, nie zmienia się 
liczba koordynacyjna tego jonu [12].

Spektroskopia elektronowa rezonansu paramagnetycznego (EPR) 
jest jedną z technik wykorzystywanych w analizie struktur posiada-

jących przynajmniej jeden niesparowany elektron (organiczne i nie-

organiczne wolne rodniki, kompleksy z jonami metali przejściowych 
mającymi niezapełnioną powłokę d). Jej działanie opiera się na bada-

niu spinów elektronów. Metodę EPR wykorzystano podczas badań 
porównawczych mechanizmu tworzenia kompleksu 1,2-dioksyge-

nazy katecholowej szczepu P. putida DSM 437 z substratem w roz-

puszczalnikach organicznych oraz środowisku wodnym. Do tego celu 
wykorzystano EPR w temperaturach ciekłego helu oraz dwa rodzaje 
próbek: zliofilizowany enzym zawieszony w buforze o pH 8,5 oraz 
zliofilizowany enzym zawieszony w heksanie, w warunkach beztleno-

wych. W momencie przyłączenia substratu do centrum aktywnego, 
badane widmo ulega zmianie. Sygnały wskazują na osiowe związa-

nie jonu żelaza oraz znaczną heterogenność w centrum aktywnym. 
Jest to charakterystyczne dla dioksygenaz 3,4-protokatechowych. 
Powstały stan tłumaczy się szeregiem powstających intermediatów 
prowadzących do istotnego stanu przejściowego. Obserwuje się 
dwie zasadnicze wartości rezonansu, sygnały dla heksanu mają szer-
szy zakres niż w środowisku wodnym. Analiza widmowa enzymu 
w środowisku wodnym wykazała homogeniczność środowiska cen-

trum żelazowego. W liofilizacie z heksanem obserwowano heteroge-

niczność centrum, co może świadczyć o różnej konformacji enzymu 
w zależności od charakteru środowiska. Ponadto zaobserwowano 
również, że po wprowadzeniu substratu do roztworu wodnego en-

zymu zmiany w widmie EPR następowały natychmiast po podaniu; 
natomiast gdy enzym znajdował się w środowisku hydrofobowym 
zmiany w widmie zachodziły stopniowo. Wskazuje to na znaczne 
spowolnienie reakcji przyłączania katecholu w środowisku orga-

nicznym w porównaniu do środowiska wodnego. Prawdopodobnie 
w środowisku hydrofobowym dochodzi do późniejszego unierucha-

miania intermediatów katecholowo-żelazowych [15].
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Podsumowanie

Zastosowanie nowoczesnych metod badawczych w badaniu 
struktur dioksygenaz intradiolowych umożliwia nie tylko poznanie ich 
budowy, ale pozwala też na opisanie skomplikowanych mechanizmów 
rozszczepienia, wyodrębnienia różnic pomiędzy enzymami macie-

rzystymi i zmutowanymi. W konsekwencji, zdobyta w ten sposób 
wiedza pozwala na doskonalenie metodami inżynierii genetycznej en-

zymów degradacyjnych, które coraz częściej stają się podstawowymi 
preparatami wykorzystywanymi w procesach bioremediacyjnych.
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Naukowcy opracowali żel z lnu 

o właściwościach bakteriobójczych

Naukowcy z Uniwersytetu Wrocławskiego opracowali żel o wła-

ściwościach bakterio- i grzybobójczych na bazie genetycznie modyfi-

kowanego lnu. Preparat może być stosowany w leczeniu ciężko goją-

cych się ran i być alternatywą dla tradycyjnych antybiotyków.

Preparat został opracowany przez zespół naukowców skupio-

nych w Fundacji Linum, kierowanej przez prof. Jana Szopę-Skórkow-

skiego, biotechnologa z Uniwersytetu Wrocławskiego.

Jak wyjaśnił Szopa-Skórkowski, preparat o właściwościach anty-

biotyku ma zastosowanie w dermatologii. „Zawiera on szerokie spek-

trum związków antybakteryjnych i antygrzybiczych, w tym fenylo-

propanoidów, aminokwasów siarkowych i glutationu, karotenoidów 

i poliamin. Daje to szerokie, niespotykane dotychczas możliwości 

przeciwdziałania infekcji bakteryjnej i grzybowej wikłającej proces 

leczenia chorób skórnych. Tym samym produkt ten stwarza możli-

wość zabezpieczenia się na przyszłość przed szybko mutującymi mi-

kroorganizmami patogennymi. Jest to bardzo ważny element, z uwagi 

na szybko rozprzestrzeniającą się oporność mikroorganizmów na ak-

tualnie stosowane antybiotyki, czego skutkiem jest wzrastająca czę-

stość zakażeń zarówno szpitalnych jak i pozaszpitalnych, wywołanych 

przez szczepy ziarenkowców Gram-dodatnich i szczepy grzybowe 

Candida” – powiedział naukowiec.

Preparat na bazie genetycznie modyfikowanego lnu może być 

stosowany na ciężko gojące się rany powstające na skutek owrzo-

dzeń żylnych, miażdżycy, zespołu stopy cukrzycowej, na odleżyny 

oraz na rzadziej spotykane chroniczne rany immunologiczne, hema-

tologiczne i owrzodzenia nowotworowe.

wybrała em

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

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


