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Celem projektu jest opracowanie bakteryjnej 3-ketosteroidowej dehydrogenazy (KstD), enzymu
zdolnego do selektywnego odwodorniania steroidéw oraz pentacyklicznych triterpendéw (PTs) — naturalnych
zwigzkdw pochodzenia roslinnego o znacznym potencjale terapeutycznym. KstD wprowadza wigzanie
podwdjne pomiedzy atomami wegla C1 i C2 w pierscieniu A, prowadzac do powstania pochodnych Al, ktére
wykazujg zwiekszong aktywnos¢ biologiczng. Celem projektu jest otrzymanie nowych pochodnych Al,
w szczegblnosci A1-PTs.

Pentacykliczne triterpeny sg dobrze znane ze swoich silnych witasciwosci przeciwzapalnych,
przeciwutleniajgcych i regeneracyjnych i sg szeroko stosowane w medycynie tradycyjnej. Jednak pochodne
A1-PT wystepuja naturalnie w bardzo ograniczonych ilosciach, co utrudniato ich szersze zastosowanie
farmakologiczne. Projekt ma na celu przezwyciezenie tego ograniczenia poprzez zastosowanie
zaawansowanych metod biotechnologicznych w celu wydajnej syntezy pochodnych A1-PT.

Centralnym punktem projektu jest enzym KstD. Okreslony wariant KstD zidentyfikowany we
wczesniejszych badaniach jest pierwszym enzymem, ktéry wykazano, ze katalizuje odwodornianie PTs.
Projekt bedzie badat zaleznos¢ pomiedzy strukturg i funkcjg KstD, koncentrujgc sie na jego zdolnosci do
przeksztatcania PTs i steroidow w pochodne Al. Szczegdlny nacisk zostanie potozony na zrozumienie
specyficznosci substratowej enzymu oraz jego roli w ramach zréznicowanej rodziny KstD.

Jednym z kluczowych celdw projektu jest wyznaczenie struktury krystalicznej KstD, co stanowi
kluczowy krok w powigzaniu cech strukturalnych enzymu z jego funkcjg katalityczng. Modelowanie
strukturalne zostanie przeprowadzone z wykorzystaniem rdéznych substratéw, co umozliwi identyfikacje
kluczowych aminokwasow biorgcych udziat w wigzaniu substratu i katalizie. Modele te zostang uzupetnione
obliczeniami energii oddziatywan, co pozwoli na gtebsze zrozumienie kompleksu enzym—substrat (E:S) na
poziomie molekularnym. Wyniki teoretyczne zostang zweryfikowane i uzupetnione danymi kinetycznymi.

Warianty KstD o zwiekszonej aktywnosci katalitycznej lub zmienionej specyficznosci substratowej
zostang uzyskane metody ewolucji ukierunkowanej oraz mutagenezy miejscowej. Dla otrzymanych
wariantdw enzymu zostang okreslone parametry kinetyczne dla réznych PTs, z wykorzystaniem metod
kinetyki stanu stacjonarnego, stanu przed ustaleniem stanu stacjonarnego oraz technik elektrochemicznych.
Dane te, w potaczeniu z analizg okreslonego regionu w poblizu kieszeni wigzgcej substrat, ktéry uznawany
jest za kluczowy dla preferencji substratowej, pozwolg na kompleksowe zrozumienie interakcji wariantéw
enzymu z réznymi substratami.

Drugim gtéwnym celem projektu jest identyfikacja i charakterystyka nowych pochodnych A1-PT i Al-
steroiddw o potencjale terapeutycznym. Zwigzki te beda syntetyzowane enzymatycznie, oczyszczane
i poddawane szerokiemu wachlarzowi testéw biologicznych. Ich wtasciwosci antyoksydacyjne,
przeciwzapalne i regeneracyjne bedg oceniane za pomoca testéw przezywalnosci komérek z wykorzystaniem
ludzkich fibroblastow i linii komdrek nowotworowych. Dodatkowo zostang przeprowadzone badania
cytotoksycznosci w celu okreslenia wartosci IC50, co pozwoli oceni¢ bezpieczenstwo i skutecznosé
terapeutyczng tych zwigzkéw, jak réwniez wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe i przeciwgrzybicze
pochodnych A1 wobec patogendw takich jak E. coli, S. aureus, C. albicans oraz A. niger.

Projekt odegra istotng role w rozwoju doktoranta i szesciu cztonkéw zespotu, umozliwiajgc im
zdobycie zaawansowanych umiejetnosci z zakresu biologii molekularnej, inzynierii enzymdéw oraz technik
katalitycznych. Drugi doktorant pogtebi swojg wiedze w zakresie obliczen teoretycznych, modelowania
molekularnego i bioinformatyki, natomiast dwaj mtodzi naukowcy po doktoracie zdobedg doswiadczenie w
testach biologicznych i ocenie aktywnosci terapeutycznej. Projekt umozliwi réwniez kierownikowi zdobycie



cennego doswiadczenia w prowadzeniu zespotu interdyscyplinarnego oraz zarzadzaniu projektem
naukowym, a takze nawigzanie i rozwdj wspoétpracy miedzynarodowej. Zostanie pogtebiona wspdtpraca
z czotfowymi instytucjami, takimi jak Instytut Maxa Plancka w Niemczech i Uniwersytet Queensland
w Australii. Dzieki integracji podejscia eksperymentalnego i teoretycznego projekt przyczyni sie do lepszego
zrozumienia funkcji enzymu KstD i jego potencjatu w syntezie biologicznie aktywnych pochodnych A1, ktére
mogg prowadzi¢ do opracowania nowych kandydatéw na leki przeciwnowotworowe, przeciwzapalne
i neuroprotekcyjne.



