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Steroidy to szeroka grupa czasteczek chemicznych o charakterystycznej budowie cztero-pierscieniowe;j i
zréznicowanych funkcjach. Mozemy wyrdznic¢ steroidy pelniace funkcje budulcowe jak cholesterol w btonach
biologicznych oraz funkcje regulatorowe jak decydujace o drugorzgdowych cechach ptciowych czlowieka
hormony steroidowe np. testosteron, progesteron i estrogeny. Bywa rowniez, ze steroidy stanowig podstawowe
pozywienie dla mikroorganizmoéw jak bakterie jelitowe lub bakterie wyizolowane z osadéw dennych.
Wszechobecnos$¢ i roznorodnos¢ funkcji steroidow w organizmie cztowieka sprawia, ze sa one powszechnie
wykorzystywane jako terapeutyki. Stosowane sa w leczeniu wielu chordb, od astmy przez choroby
autoimmunologiczne takie jak: choroba Le$niowskiego-Crohna czy reumatoidalne zapalenie stawowaz do
chorob nowotworowych. W kontekscie projektu na uwage zastuguja stosowane jako sterydowe leki
przeciwzapalne popularne kortykosterydy oraz stosowane w schorzenia ch zwigzanych m.in. ze spadkiem masy
mie$niowej, androgenne sterydy anaboliczne. Te ostatnie wykorzystywane sg rowniez przez kulturystow czy
sportowcdw jako niedozwolony doping.

Tak szeroki wachlarz stosowania steroidow powoduje duze zapotrzebowanie na ich produkcje. Chociaz
wspoélczesna chemia organiczna umozliwia synteze wielu skomplikowanych pochodnych steroidowych, czesto
sa to metody technologicznie ztozone, niezbyt przyjazne dla srodowiska, a przez to drogie. Stad potrzeba
odkrywania nowych sposobow skutecznej i relatywnie niedrogiej ich syntezy.

Z uwagi na pre¢znie rozwijajacy si¢ przemyst biotechnologiczny, do produkceji wyzej wymienionych biologicznie
aktywnych zwigzkoéw coraz czgéciej wykorzystuje si¢ enzymy izolowane z baterii lub wyspecjalizowane szczepy
bakteryjne. Przyktadem takiej aplikacji jest, stanowigca obiekt naszych badan, Al-dehydrogenaza 3-
ketosteroidowa(AcmB), enzym pozyskiwany z wyizolowanej w oczyszczalni Sciekow 1 wyspecjalizowanej w
rozktadaniu cholesterolu bakterii Sterolibacterium denitrificans. Enzym ten moze by¢ wykorzystany do
produkcji 1-dehyrosteroidow (m.in. androgenne sterydy anaboliczne oraz leki przeciw-zapalne). W kazdym
procesie technologicznym stosowany katalizator wymaga jednak doktadnego scharakteryzowania np. by
zapewni¢ mu optymalne warunki dziatania. Podobnie jest z bio-katalizatorami, dla ktoérych kompleksowa
charakterystyka obejmuje z jednej strony poznanie ich biatkowej struktury, poczawszy od budowy centrum
aktywnego az do ztozonej struktury czwartorzedowej biatka, z drugiej za$ obejmuje badanie wlasciwosci
katalitycznych tj. okreslenie optimum temperaturowego, pH, sita jonowej, identyfikacja substratow oraz
poznania, jakie czynniki wplywaja na ich fenomenalng aktywnos$¢ katalityczna.

W naszym projekcie pragniemy scharakteryzowa¢ AcmB nie tylko pod wzglgdem struktury i wlasciwosci
katalitycznych lecz réwniez pragniemy okresli¢ jaki jest mechanizm katalizowanej reakcji na poziomie
molekularnym. Podj¢te badania prowadzone bgdg w oparciu o enzym uzyskany dzigki nadekspresji w
genetycznie zmodyfikowanej bakterii. Dla takiego enzymu podejmiemy proberozwigzania struktury
krystalicznej, po czym AcmB poddany bedzie mutacjom punktowym, ktore pozwola precyzyjnie
scharakteryzowac aminokwasy aktywnie zaangazowanie w katalizowanie reakcji. Dodatkowymi badaniami
walidujacymi mechanizm reakcji beda doswiadczenia ze znakowanymi izotopowo substratami. Badania
eksperymentalne zostang skonfrontowane z obliczeniami teoretycznymi $ciezki reakcji metodami chemii
kwantowej (DFT) oraz uhonorowang nagroda Nobla metoda QM:MM. Pomimo wielu badan eksperymentalnych
dla tych enzymoéw zadnych obliczen teoretycznych dotyczacych mechanizmu reakeji jak dotad nie
przeprowadzono. Mamy nadziej¢, ze zastosowanie kombinacji teoretycznych i eksperymentalnych technik
badawczych zaskutkuje efektem synergii, ktory pomoze przenikna¢ sekrety tego interesujacego enzymu. Tym
samym nasze badania nad AcmB rzucg nowe $wiatlo na catg klase dehydrogenaz 3-ketosteroidowych,
biokatalizatorow uzytecznych w produkcji lekow steroidowych.



