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1. Wstêp

Fenol jest czêstym sk³adnikiem �cieków przemys³o-
wych pochodz¹cych z przemys³u rafineryjno-petroche-
micznego, farmaceutycznego, tekstylnego, z produkcji
plastiku, ¿ywicy, z koksowni, zak³adów metalurgicz-
nych i fabryk barwników anilinowych [1, 28]. Zwi¹-
zek ten zanieczyszcza rzeki i jeziora znajduj¹ce siê
w pobli¿u zak³adów przemys³owych (jest dobrze roz-
puszczalny w wodzie) lub odbieraj¹ce z nich �cieki
[28]. Jest szkodliwy dla cz³owieka i innych krêgow-
ców, a tak¿e bezkrêgowców i mikroorganizmów [32].

W biologicznych metodach usuwania fenolu ze
�rodowiska s¹ wykorzystywane mikroorganizmy, dla
których zwi¹zek ten stanowi �ród³o wêgla i energii.
Zdolno�æ biodegradacji fenolu posiadaj¹ liczne eubak-
terie (z rodzajów Pseudomonas, Ralstonia, Rhodo-
coccus, Acinetobacter, Comamonas, Bacillus, Bur-
kholderia i Vaniovorax) [11, 40], niektóre grzyby
i cyjanobakterie [36]. Wiele gatunków bakterii rozk³a-

daj¹cych fenol wyizolowano oraz scharakteryzowano
pod k¹tem funkcjonalnym i genetycznym [37, 40].

W warunkach tlenowych fenol ulega ca³kowitemu
rozk³adowi przez mikroorganizmy do dwutlenku wêgla
i wody. W pierwszym etapie degradacji hydroksylaza
fenolowa (EC 1.14.13.7) wprowadza jeden atom tlenu
cz¹steczkowego do pier�cienia aromatycznego fenolu,
w wyniku czego powstaje katechol. W drugim etapie
nastêpuje proces rozszczepienia pier�cienia aroma-
tycznego pod wp³ywem dioksygenaz, które wprowa-
dzaj¹ do pier�cienia równocze�nie dwa atomy tlenu.
Otwarcie pier�cienia mo¿e byæ typu orto lub meta
i zachodzi z udzia³em odmiennego zestawu enzymów
[37]. W szlaku orto 1,2-dioksygenaza katecholowa
(EC 1.13.11.1) katalizuje ciêcie pier�cienia aromatycz-
nego katecholu do kwasu cis,cis-mukonowego. Na-
tomiast w �cie¿ce meta 2,3-dioksygenaza katecho-
lowa (EC 1.13.11.2) katalizuje konwersjê katecholu
do semialdehydu "-hydroksymukonowego [2, 15].
Ostatnim etapem degradacji fenolu jest dalszy rozk³ad
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powsta³ych zwi¹zków, z wytworzeniem intermediatów
centralnych szlaków metabolicznych (bursztynian, acety-
lo-Co, pirogronian), które s¹ w³¹czane do szlaków me-
tabolizmu po�redniego oraz wykorzystywane przez bak-
terie do syntezy sk³adników komórkowych i energii [5].

Enzymy uczestnicz¹ce w rozk³adzie fenolu (hydro-
ksylazy fenolowe, dioksygenazy katecholowe) kodo-
wane s¹ w operonach zlokalizowanych w chromoso-
mie bakteryjnym lub plazmidach. Operony te mog¹
byæ utworzone przez 2 do 15 genów, których eks-
presja jest kontrolowana przez jedno lub kilka bia³ek
regulatorowych.

Dok³adne poznanie dzia³ania systemów regulato-
rowych operonów �fenolowych� umo¿liwi w przy-
sz³o�ci wykorzystanie ich w bioremediacji �rodowisk
zanieczyszczonych fenolem oraz w konstrukcji mikro-
organizmów modyfikowanych genetycznie, s³u¿¹cych
jako biosensory w monitorowaniu jako�ci �rodowisk
wodnych i glebowych [13].

W ci¹gu ostatnich kilkunastu lat prowadzone s¹ ba-
dania maj¹ce na celu poznanie molekularnych podstaw
bakteryjnego procesu degradacji fenolu. W artykule
przedstawiony zostanie aktualny stan wiedzy na temat
enzymów zaanga¿owanych w degradacjê fenolu oraz
mechanizmów regulacji ekspresji koduj¹cych je genów.

2. Hydroksylazy fenolowe

Obecnie znanych jest kilkana�cie hydroksylaz fe-
nolowych (PHs) pochodz¹cych z bakterii nale¿¹cych
do rodzajów Pseudomonas, Comamonas, Bacillus,
Burkholderia, Acinetobacter, Ralstonia i Alcaligenes

(Tab. I). Enzymy te podzielono na dwa typy: jedno-
sk³adnikowe (sPH) i wielosk³adnikowe (mPH).

Jednosk³adnikowe hydroksylazy fenolowe zbudo-
wane s¹ z jednego rodzaju bia³ka. Wyj¹tkiem jest en-
zym wyizolowany z Bacillus thermoglucosidasius A7,
który sk³ada siê dwóch homodimerycznych bia³ek:
PheA1 i PheA2. Bia³ko PheA2 to NADH-zale¿na
reduktaza flawinowa, która dostarcza oksygenazie
(PheA1) FADH do katalizowania orto-hydroksylacji
fenolu [17].

Hydroksylazy fenolowe Pseudomonas sp. EST1001
i Pseudomonas R. pickettii PKO1 s¹ do siebie podobne.
Sk³adaj¹ siê z pojedynczego bia³ka o masie cz¹st. ok.
70 kDa, które zawiera FAD jako grupê prostetyczn¹.
Ca³kowicie inaczej zbudowana jest sPH u Bacillus ste-
arothermophilus BR219. Jest znacznie mniejsz¹, a jej
kofaktorem jest NADH. Wykazuje silne podobieñstwo
do bia³ka actV, hydroksylazy antybiotykowej z Rho-
dococcus i gatunków z rodzaju Streptomyces [16]. Se-
kwencje aminokwasowe hydroksylazy z Bacillus ther-
mooleovorans A2 i B. thermoglucosidasius A7 ró¿ni¹
siê znacznie od znanych hydroksylaz fenolowych [8].

Wielosk³adnikowe hydroksylazy fenolowe sk³adaj¹
siê z 6 podjednostek (tylko niektórym przypisano
okre�lone funkcje). Najwiêksza z nich (60 kDa), LmPH,
zawiera centrum katalityczne [37].

W genomie wiêkszo�ci mikroorganizmów znajduj¹
siê geny koduj¹ce tylko jeden rodzaj wielosk³adniko-
wej monooksygenazy. U nielicznych bakterii rozk³ada-
j¹cych fenol wystêpuje dodatkowa wielosk³adnikowa
monooksygenaza, uczestnicz¹ca w degradacji innego
zwi¹zku aromatycznego. Na przyk³ad u Ralstonia me-
tallidurans CH34 jest to monooksygenaza toluenu-ben-

A) jednosk³adnikowe
Pseudomonas sp. EST1001 PheA pheA plazmid (pEST1412) [27]

P. (R.) pickettii PKO1 TbuD tbuD chromosom [19, 21]

Bacillus thermoleovorans A2 PheA pheA chromosom [8]

B. thermoglucosidasius A7 PheA pheA1, pheA2 chromosom [9, 17]

B. stearothermophilus BR219 PheA pheA plazmid (pGGO1) [16]

B) wielosk³adnikowe
Pseudomonas sp. CF600 Dmp dmpKLMNOP plazmid VI150 chromosom [25]

P. putida P35X Phh phhKLMNOP chromosom [24]

P. putida BH Phe pheA1A2A3A4A5A6 chromosom [32]

P. putida H Phl phlABCDEF plazmid PGH1 [22]

Burkholderia kururiensis KP23 Phk phkABCDEF chromosom [39]

Acinetobacter calcoaceticus NCIB 8250 Mop mopKLMNOP chromosom [10, 30]

Comamonas testosteroni TA441 Aph aphKLMNOP chromosom [3,4]

C. testosteroni R5 Phc phcKLMNOP chromosom [34]

Ralstonia KN1 Phy phyZABCDE chromosom [23]

R. eutropha E2 Pox poxABCDEF chromosom [12]

T a b e l a  I
Hydroksylazy fenolowe

Organizm Enzym Gen/y Lokalizacja genu/ów Pi�miennictwo
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zenu, za� u Pseudomonas stutzeri � monooksygenaza
toluenu/o-ksylenu [6].

3. Genetyczna organizacja
operonów katabolicznych degradacji fenolu

Opisano organizacjê genów w operonach katabo-
licznych degradacji fenolu kilkunastu szczepów bak-
terii, które wyizolowano z gleb zanieczyszczonych fe-
nolem lub ze �cieków rafineryjno-petrochemicznych
(Tab. II). Operony zlokalizowane s¹ w chromosomie
bakteryjnym lub plazmidach. Przyk³adem operonu
plazmidowego koduj¹cego enzymy szlaku meta jest
operon dmp u Pseudomonas sp. CF600 [25], za�
koduj¹cego enzymy szlaku orto operon phe u Pseudo-
monas sp. EST1001 [27]. Do operonów o chromoso-
mowo kodowanej drodze orto nale¿¹: mop u Acineto-

bacter calcoaceticus NCIB8250 [10]; a o chromoso-
mowo kodowanym szlaku meta: phh u P. putida P35X
[24], aph u Comamonas testosteroni TA441 [3, 4], phc
u C. testosteroni R5 [34], phy u Ralstonia KN1 [23],
pox u R. eutropha E2 [12]. Wyj¹tkow¹ budowê ma
operon u Pseudomonas (Ralstonia ) pickettii PKO1,
bowiem zawiera zarówno geny szlaku orto (pheB), jak
i meta (tbuE), które koduj¹ odpowiednio 1,2-dioksyge-
nazê katecholow¹ i 2,3-dioksygenazê katecholow¹ [18].

W chromosomie Pseudomonas putida znajduje siê
dodatkowo operon rozk³adu katecholu catBCA, sk³ada-
j¹cy siê z genów koduj¹cych enzymy uczestnicz¹ce
w degradacji fenolu � enzym cis,cis-mukoniano-laktono-
wy (catB), izomerazê mukonolaktonu (catC) i 1,2-diok-
sygenazê katecholow¹ (catA). Powy¿ej operonu catBCA
znajduje siê gen regulatorowy catR, który jest transkry-
bowany w odwrotnym kierunku ni¿ operon [14].

pheBA
Pseudomonas sp. plazmid pheB � 1,2-dioksygenaza katecholowa;
EST1001 (pEST1412) pheA � hydroksylaza fenolowa

[27]

pheBA
Bacillus thermo-

chromosom
pheB � 2,3-dioksygenaza katecholowa;

leovorans A2 pheA � hydroksylaza fenolowa
[8]

dmpKLMNOPQBCD Pseudomonas sp. plazmid (pVI150) dmp KLMNOP � podjednostki hydroksylazy
EFGHI szczep CF600 fenolowej; dmpB � 2,3-dioksygenaza katecholowa

[25]

Pseudomonas
phhLMNOP � sk³adniki hydroksylazy fenolowej;

phhKLMNOPQB
putida P35X

chromosom phhB � 2,3-dioksygenaza katecholowa; [24]
phhQ � ma³e bia³ko podobne do ferrodoksyny

pheA1A2A3A4A5A6 P. putida BH chromosom
pheA1A2A3A4A5A6 � podjednostki hydroksylazy
fenolowej

[32]

catA � 1,2-dioksygenaza katecholowa;
catBCA P. putida PaW85 chromosom catB � enzym mukoniano-laktonowy; [26]

catC � izomeraza mukonolaktonu

phlABCDEFGHIJKL P. putida H plazmid (pPGH1) phlABCDEEF � podjednostki hydroksylazy fenolowej [22]

phkABCDEFG
Burkholderia

chromosom
phkABCDEF � podjednostki hydroksylazy fenolowej;

kururiensis KP23 phkG � bia³ko podobne do ferrodoksyny
[39]

Acinetoacter
mopKLMNOP � podjednostki hydroksylazy fenolowej;

mopKLMNOPcatA calcoaceticus chromosom
catA � 1,2-dioksygenaza katecholowa

[10]
NCIB 8250

aphK � montuje aktywny sk³adnik oksygenazy;
aphL,N,O � sk³adnik hydroksylazy;

Comamonas aphM � optymalny turnover hydroksylazy;
aphKLMNOPQB testosteroni chromosom aphP � sk³adnik reduktazy; aphQ � bia³ko podobne [3, 4]

TA441 do ferrodoksyny;
aphB � 2,3-dioksygenaza katecholowa;
aphR � aktywator transkrypcyjny

phcKLMNOPQB C. testosteroni R5 chromosom
phcKLMNOP � podjednostki hydroksylazy fenolowej;
phcB � 2,3-dioksygenaza katecholowa

[34]

phyZABCDE � podjednostki hydroksylazy fenolowej;
phyZABCDEFG Ralstonia KN1 chromosom phyF � bia³ko podobne do ferrodoksyny; [23]

phyG � 2,3-dioksygenaza katecholowa

poxABCDEFG
Ralstonia

chromosom
poxABCDEF � hydroksylaza fenolowa;

eutropha E2 poxG � bia³ko podobne do ferredoksyny
[12]

T a b e l a  I I
Przyk³ady operonów katabolicznych degradacji fenolu. Podkre�lono geny koduj¹ce enzymy szlaku meta

(2,3-dioksygenaza katecholowa) i orto (1,2-diksygenaza katecholowa)

Operon Organizm
Lokalizacja

operonu Geny operonu i ich produkty
Pi�mien-
nictwo
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We wszystkich operonach katabolicznych degra-
dacji fenolu geny koduj¹ce pozytywne regulatory s¹
przeciwnie zorientowane wzglêdem genów struktu-
ralnych. Wyj¹tkiem od tej regu³y jest operon pox
u R. eutropha E2 (Rys. 1), w którym gen poxR kodu-
j¹cy bia³ko regulatorowe PoxR, ma orientacjê tak¹
sam¹ jak geny operonu [37]. Geny jednosk³adniko-
wych hydroksylaz fenolowych s¹ zlokalizowane po-
ni¿ej, a wielosk³adnikowe powy¿ej, genu koduj¹cego
dioksygenazê katecholow¹ [21, 37].

Geny kataboliczne s¹ czêsto oflankowane sekwen-
cjami insercyjnymi (IS), które zwiêkszaj¹ mo¿liwo�æ
wymiany genów pomiêdzy ró¿nymi replikonami i go-

spodarzami. W ten sposób zbudowany jest operon
pheBA umo¿liwiaj¹cy degradacjê fenolu Pseudomo-
nas sp. EST1001 (Rys. 2). Geny pheB i pheA, koduj¹-
ce 1,2-dioksygenazê katecholow¹ i monooksygenaze
fenolow¹, s¹ oflankowane przez dwa ró¿ne elementy
IS (IS1472 i IS1411). Poszczególne geny oraz elemen-
ty IS operonu s¹ kotranskrybowane z tego samego pro-
motora [27].

Szczepy P. putida posiadaj¹ce plazmidy, które ko-
duj¹ operon pheBA wykorzystano w bioremediacji
In situ �rodowiska zanieczyszczonego fenolem. Zaob-
serwowano rozprzestrzenienie siê wprowadzonego
operonu pheBA w obrêbie mikroflory lokalnej rzeki.

P                       IS1472                     pheB                             pheA                              IS1711

Rys. 2. Organizacja operonu pheBA Pseudomonas sp. EST1001
czarne prostok¹ty � otwarte ramki odczytu; linie ci¹g³e � regiony niekoduj¹ce; strza³ki � kierunek transkrypcji;

pheB � gen koduj¹cy 1,2-dioksygenazê katecholow¹; pheA � gen koduj¹cy monoksygenazê fenolow¹;
IS1472, IS1711 � sekwencje insercyjne; P � promotor
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Rys. 1. Organizacja genów wielosk³adnikowych hydroksylaz fenolowych w operonach:
A � dmp, phh, mop, phl, pheA; B � pox; C � aph; D � phc
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Geny pheBA z jednego lub obu flankuj¹cych sekwencji
odwróconych zosta³y nabyte przez rodzime szczepy
Pseudomonas. Operon wykrywano w plazmidach,
z wyj¹tkiem jednego przypadku, w którym geny pheBA
znaleziono w chromosomie szczepu gospodarza [27].

4. Kontrola ekspresji operonów katabolizmu
fenolu � bia³ka regulatorowe

Operony kataboliczne degradacji fenolu podlegaj¹
�cis³ej kontroli genetycznej. Ekspresja jest regulowana
na etapie transkrypcji, z udzia³em bia³ek regulatoro-
wych. Dotychczas zidentyfikowano 10 bia³ek tego typu,
które nale¿¹ do czterech ró¿nych rodzin: LysR, GntR,
AraC/XylS oraz XylR/DmpR (Tab. III) [35]. W ich
budowie wyró¿nia siê dwie domeny funkcjonalne:
wi¹zania DNA oraz ³¹cz¹c¹ substrat i odpowiedzialn¹
za oligomeryzacjê bia³ka do formy natywnej. Bia³ka
typu XylR/DmpR posiadaj¹ dodatkowo domenê wi¹za-
nia i hydrolizy ATP. Bia³ka regulatorowe nale¿¹ce do
poszczególnych rodzin ró¿ni¹ siê budow¹ i konforma-
cj¹ przestrzenn¹, organizacj¹ domen w obrêbie ³añcu-
cha polipeptydowego oraz mechanizmem dzia³ania [13].

Najlepiej poznanym bia³kiem reguluj¹cym trans-
krypcjê genów kodowanych przez operon degradacji
fenolu jest bia³ko DmpR. Sekwencjê aminokwasow¹
tego bia³ka porównano z sekwencjami innych bia³ek
regulatorowych. Okaza³o siê, ¿e wiêkszo�æ z nich jest
w ok. 50% podobna, bia³ko PhhR jest prawie iden-
tyczne, za� bia³ko MopR wykazuje wysoki stopieñ po-
dobieñstwa (71% identyczno�ci) tylko w domenie
wi¹zania i hydrolizy ATP. Domena A MopR wykazuje
taki sam stopieñ podobieñstwa (41%) do domeny A
DmpR, jak do domeny A XylR. Zatem wydaje siê, ¿e
jednostki kontroluj¹ce transkrypcjê dla operonów bio-
degradacji wyewoluowa³y niezale¿nie od genów kata-
bolicznych, które reguluj¹ [30].

4.1. Regulatory typu XylR/DmpR

Wiêkszo�æ bia³ek regulatorowych kontroluj¹cych
transkrypcjê operonów katabolicznych degradacji fe-
nolu nale¿y do rodziny XylR/DmpR (Tab. III). Najle-
piej poznano budowê, funkcjê i mechanizm dzia³ania
bia³ka DmpR, kontroluj¹cego transkrypcjê du¿ego
operonu degradacji fenolu obecnego w plazmidzie
pVI150 u szczepu Pseudomonas sp. F600 [13, 38]. In-
nymi znanymi regulatorami z tej rodziny s¹ bia³ka
MopR, PhhR, PhlR [38], AphR [3] i PhcR[34].

Bia³ka z rodziny XylR/DmpR nale¿¹ do regulato-
rów typu NtrC i wykazuj¹ znaczne podobieñstwo do
siebie na poziomie sekwencji aminokwasowej. Ponad-
to zawieraj¹ podobne strukturalnie, niezale¿ne domeny
pe³ni¹ce ró¿ne funkcje [13, 38]. Centralna domena C
promuje tworzenie otwartego kompleksu. W jej obrê-
bie wystêpuje siedem wysoce konserwatywnych re-
gionów (od C1 do C7). Trzy z nich (C1, C4 i C7) bio-
r¹ udzia³ w wi¹zaniu i hydrolizie ATP. C-terminalna
domena D zawiera motyw HTH odpowiedzialny za
wi¹zanie DNA (przy³¹cza siê do sekwencji enhan-
cera) i proces dimeryzacji bia³ka. Jest ona po³¹czona
z N-koñcow¹ domen¹ A za pomoc¹ krótkiego ³¹cznika
miêdzydomenowego (domena B). Domena A oddzia³u-
je z induktorem, co wywo³uje prawdopodobnie niewiel-
kie zmiany konformacyjne w domenie C, niezbêdne do
ujawnienia jej w³asno�ci hydrolitycznych [13, 35].

Bia³ka regulatorowe z rodziny XylR/DmpR, w od-
ró¿nieniu od regulatorów z innych rodzin, aktywuj¹
ekspresjê operonów katabolicznych w wyniku oddzia-
³ywania z polimeraz¹ RNA zale¿n¹ od czynnika trans-
krypcyjnego F54. Bia³ka te przy³¹czaj¹ siê do ok. 60-kb
sekwencji, zlokalizowanej powy¿ej miejsca inicja-
cji transkrypcji, zwanej UAS (Upstream Activating
Sequences). Nastêpnie oddzia³uj¹ z F54RNAP, co po-
woduje wygiêcie fragmentu DNA, które umo¿liwia
powstanie otwartego kompleksu i inicjacjê transkryp-
cji. Bia³ka XylR/DmpR s¹ aktywne w postaci hepta-
lub heksametrów [13].

LysR CatR catBCA (pheBA) [13, 26]
Gnt AphS aphKLMNOPQB [4]

PhcS phcKLMNOPQB [33]
AraC/XylS PhcT phcKLMNOPQB [33]

XylR/DmpR DmpR dmpLMNOPQBCDEFGHI [13]
TouR touABCDEF [13]
MopR mopKLMNOP [30]
PhhR phhKLMNOPQB [24]
PhlR phlABCDEF [22]
AphR aphKLMNOPQB [3, 4]

PhcR phcKLMNOPQB [33]
PhkR phkABCDEFG [39]
PoxR poxABCDEFG [12]

T a b e l a  I I I
Bia³ka regulatorowe kontroluj¹ce transkrypcjê operonów

degradacji fenolu

Rodzina
Regu-
lator

Regulowany operon
Pi�mien-
nictwo

Bia³ka regulatorowe wi¹¿¹ siê z DNA w �ci�le
okre�lonym miejscu. Regulatory typu LysR przy³¹cza-
j¹ siê w obrêbie sekwencji RBS (Recognition Binding
Site) i ABS (Activator Binding Site), które le¿¹ powy-
¿ej sekwencji promotorowych operonów katabolicz-
nych degradacji fenolu. Natomiast bia³ka regulatoro-
we z pozosta³ych rodzin wi¹¿¹ siê tylko z sekwencjami
RBS. Wszystkie regulatory s¹ syntetyzowane w po-
staci nieaktywnych monomerów, które po zwi¹zaniu
induktora oligomeryzuj¹ do formy aktywnej [13].
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Bia³ka typu XylR/DmpR s¹ atrakcyjnymi kandy-
datami do genetycznej manipulacji. Mo¿na za pomoc¹
mutagenezy zmodyfikowaæ domenê sensorow¹, bez
naruszania funkcji wi¹zania DNA i aktywacji trans-
krypcji. W ten sposób powstan¹ nowe bia³ka, które
bêd¹ ulegaæ aktywacji przez ksenobiotyki bêd¹ce nie-
wykrywalne przez �dzikie� bia³ka. Takie zmienione
regulatory mog¹ zwiêkszyæ dotychczasowy zakres
wykrywanych przez biosensory zwi¹zków chemicz-
nych. Modyfikuj¹c domenê sensorow¹ bia³ek regula-
torowych typu NtrC mo¿na stworzyæ pochodne bia³ka
zdolne do wykrywania cz¹steczek fenolowych po-
wszechnie wykorzystywanych w przemy�le [38].

4.2. Regulatory typu GntR

Dwa z dotychczas poznanych bia³ek regulatoro-
wych uczestnicz¹cych w regulacji transkrypcji opero-
nów katabolicznych degradacji fenolu nale¿¹ do ro-
dziny GntR. S¹ to bia³ka AphS i PhcS, które reguluj¹
ekspresjê u dwóch szczepów Comamonas testosteroni,
R5 i TA441. W nieobecno�ci substratu (fenol) wi¹¿¹
siê do dwóch specyficznych miejsc w regionie promo-
torowym pomiêdzy pierwszym genem strukturalnym
a genem koduj¹cym pozytywny regulator i hamuj¹
transkrypcjê genów katabolicznych (Rys. 1C) [4].
Geny phcS i aphS wchodz¹ w sk³ad ma³ych operonów
(phcRS i aphRS), które zawieraj¹ gen koduj¹cy regu-
lator typu NtrC/XylR [35].

U bakterii z rodzaju Comamonas w kontroli eks-
presji operonu nios¹cego geny degradacji fenolu bior¹
udzia³ równie¿ pozytywne regulatory. Na przyk³ad
u C. testosteroni R5 wystêpuj¹ dodatkowo bia³ka PhcR
i PhcT [37].

4.3. Regulatory typu AraC/XylS

Regulatory transkrypcji nale¿¹ce do rodziny AraC/
XylS charakteryzuj¹ siê odmienn¹ lokalizacj¹ domen
funkcjonalnych. N-koñcowy fragment ³añcucha poli-
peptydowego, zwany równie¿ domen¹ regulatorow¹,
odpowiada za oligomeryzacjê i wi¹zanie efektora.
Natomiast C-koniec bia³ka bierze udzia³ w wi¹zaniu
DNA i oddzia³ywaniu z polimeraz¹ RNA. Zawiera on
dwa motywy HTH w obrêbie wysoce konserwatyw-
nego regionu [13].

Jedynym znanym regulatorem z rodziny AraC/XylS
bior¹cym udzia³ w kontroli ekspresji genów szlaków
degradacji fenolu jest bia³ko PhcT, wyizolowane z
C. testosteroni R5. Wzmacnia ono aktywacjê trans-
krypcji promotora operonu phc poprzez oddzia³ywa-
nie z innym regulatorem, PhcR. Bia³ko PhcT wi¹¿e
siê do regionu pomiêdzy genem phcR a operonem phc,
co powoduje represjê ekspresji phcR (Rys. 1D) [35].

Bia³ko PhcT wykazuje 19% homologii i 45% po-
dobieñstwa do XylS, kontroluj¹cego ekspresjê genów
szlaku meta rozk³adu toluenu kodowanego przez plaz-
mid pWWO P. putida [33].

4.4. Regulatory typu LysR

Bia³ko CatR, nale¿¹ce do najliczniejszej u Pro-
karyota rodziny LysR (LTTR), kontroluje ekspresjê
dwóch operonów katabolicznych u P. putida: pheBA
degradacji fenolu i catBCA rozk³adu pirokatechiny
(Tab. III). Jak wszystkie regulatory transkrypcji typu
LysR posiada domenê rozpoznaj¹c¹ DNA o strukturze
helisa-skrêt-helisa (HTH) na N-koñcu ³añcucha poli-
peptydowego [13, 29]. Do DNA wi¹¿¹ siê dwa dimery
bia³ka CatR � jeden z miejscem RBS, drugi z sekwen-
cjami ABS. Po przy³¹czeniu induktora, którym jest
cis,cis-mukonian, bia³ko regulatorowe zmienia swoj¹
konformacjê oraz przesuwa region oddzia³ywania
w kierunku sekwencji ABS. Umo¿liwia to rozpoznanie
i przy³¹czenie podjednostki " polimerazy RNA (RNAP)
do regionu zlokalizowanego pomiêdzy RBS a ABS
zwanego motywem UP. Zwiêksza do powinowactwo
RNAP do promotora i inicjuje ekspresjê genów struk-
tury. Prawdopodobnie bia³ko regulatorowe w obec-
no�ci induktora zmniejsza napiêcie torsyjne w DNA,
co u³atwia powstanie otwartego kompleksu, który jest
niezbêdny do rozpoczêcia transkrypcji [7, 13, 20, 35].

Bia³ko CatR ma niskie powinowactwo do regionu
w obrêbie genu catB, zwanego inhibitorowym miejs-
cem wi¹zania (IBS), które prawdopodobnie zapobie-
ga nadmiernie wysokiej ekspresji z operonu catBCA.
Powinowactwo CatR do IBS ro�nie wraz ze wzrostem
stê¿enia induktora (cis,cis-mukonian). Regiony IBS
zidentyfikowano równie¿ w operonie pheBA [35].

5. Podsumowanie

Spo�ród enzymów uczestnicz¹cych w degradacji fe-
nolu najlepiej zbadano hydroksylazy fenolowe. Podzie-
lono je na dwa typy: jednosk³adnikowe (sPH) i wielo-
sk³adnikowe (mPH). Wielosk³adnikowe hydroksylazy
fenolowe s¹ uwa¿ane za g³ówny enzym w �rodowisku
naturalnym [37].

Bakteryjne operony degradacji fenolu s¹ zloka-
lizowane w chromosomie lub plazmidach. Wiêkszo�æ
z nich koduje enzym szlaku meta, 2,3-dioksygenazê
katecholow¹. U jednego z przebadanych szczepów
rozk³adaj¹cych fenol wykryto operon zawieraj¹cy za-
równo 2,3-dioksygenazê katecholow¹, jak i 1,2-dio-
ksygenazê katecholow¹, które koduj¹ oba typy roz-
szczepienia pier�cienia benzenowego, orto i meta.

Operony degradacji fenolu mog¹ byæ utworzone
przez 2 do 15 genów, których ekspresja jest kontrolo-
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wana przez jedno lub kilka bia³ek regulatorowych.
Wiêkszo�æ bia³ek regulatorowych kontroluj¹cych trans-
krypcjê operonów degradacji fenolu nale¿y do rodzi-
ny XylR/DmpR. Pozosta³e nale¿¹ do rodziny LysR,
AraC/XylS oraz GntR.

Identyfikacja nowych bia³ek regulatorowych nale-
¿¹cych do rodziny XylR/DmpR, mo¿e byæ pomocna
przy opracowywaniu nowych systemów biosensoro-
wych o wiêkszym zakresie wykrywanych zwi¹zków.
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