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1.Wprowadzenie

ztozonyeh, wieloetapowyeh szlakach degradacji zwigzkdéw steroidowych

wiekszos¢ autoréw wyrédznia dwa gtéwne ciagi reakcji: degradacje tan-

cucha bocznego oraz degradacje struktury pierscieniowej cyklopentanoper-
hydrofenantrenu (57,58,62,74). Pierwszy z nich jest jak dotychczas stabo po-
zZznany na poziomie genetyeznym poniewaz nie udato sie do tej pory
zidentyfikowac¢ zadnego z genéw kodujgcyeh enzymy zaangazowane w ten pro-
ces. Szansg na przetamanie tej bariery, jak sie wydaje, jest ostatnio oczysz-
czony i scharakteryzowany enzym 21-monooksygenazy steroidowej ze szczepu
Rhodococcus rhodochrous katalizujgcy przeksztatcenia progesteronu do ace-
tylowej pochodnej testosteronu (40). Poznanie N-koricowej sekwencji amino-
kwasowej biatka umozliwitoby sklonowanie genu kodujgcego ten enzym.

Wykryto natomiast, oczyszczono i scharakteryzowano dotychczas szereg

enzymoOw uczestniczacych w ztozonym, wieloetapowym procesie degradacji
struktury pierScieniowej steroli. Dla niektorych z nich, poznano takze de-
terminanty genetyczne, w tym lokalizacje, organizacje wewnetrzna i sekwen-
cje nukleotydowa genéw.

2. Oksydaza cholesterolowa

Najlepiej pozneinym enzymem uczestniczacym w przeksztatceniach stru-
ktury pierscieniowej steroli jest oksydaza cholesterolowa CHO [EC 1.1.3.6].
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Rys. 1. Aktywno$¢ katalityczna oksydazy cholesterolowej izolowanej ze szczepu Streptomyces
sp. SA.-COO.

Katalizuje ona oksydacje cholesterolu do cholestenonu potgczong z izome-
ryzacja podwdjnego wigzania z pozycji 5,6 do 4,5 pierscienia A cyklopen-
tanoperhydrofenantrenu (rys. 1). Ostatnio wykazano, ze oksydaza choleste-
rolowa posiada ponadto aktywnos¢ monooksygenazy katalizujgcej reakcje hy-
droksylacji cholesterolu lub 4-cholesten-3-onu do 4-cholesten-6-0l-3-onu.
Stwierdzono takze, ze aktywno$¢ 6-hydroksylazy jest znacznie hamowana
w obecnosci wysokich stezen substratu (42) (rys. 1). CHO izolowana jest
z takich drobnoustrojéw jak: Nocardia, Brevibacterium, Corynebacterium,
Schizophylum, Arthrobacter, Streptomyces i Pseudomonas. Wykazano takze,
ze zdolnoscig syntezy oksydazy cholesterolowej odznaczaja sie r6zne szybko-
rosngce szczepy Mycobacterium: M. fortuitum, M. uaccae, M. ptiiei, M. smeg-
matis oraz szczep Rhodococcus sp. 1M58 (63,71).

Stwierdzono, ze w przeciwienstwie do oksydazy cholesterolowej ze Strep-
tomyces sp. czy Arthrobacter, ktéra jest enzymem zewnatrzkomérkowym,
biatko oksydazy cholesterolowej Mycobacterium jest enzymem wewnatrz-



komérkowym (70). W przeprowadzonej analizie Western biot z uzyciem swois-
tych przeciwciat wykazano wy”soki poziom podobienstwa antygenowego oksy-
dazy Mycobacterium i oksydazy izolowanej ze Schizophylum commune. Inte-
resujace jest takze, ze takiego podobienistwa nie wykazato biatko oksydazy
Streptomyces sp. Analizowane biatka z badanych drobnoustrojéw réznig sie
nie tylko determinantami antygenowymi, ale takze wykazujg znaczne réznice
na poziomie genetycznym (71). Charakterystyczng cechg oksydazy choleste-
rolowej izolowanej ze Streptomyces sp., Schizophylum commune, Brevibacte-
rium sterolicum jest obecnos¢ kowalencyjnie zwigzanego sktadnika flawino-
wego jako grupy prostetycznej enzymu.

Dzieki zastosowaniu miejscowo-specyficznej mutagenezy udato sie okre-
§li¢ udziat pojedynczych aminokwaséw w reakcji oksydacji i/lub izomeryzacji
przeprowadzanej przez oksydaze cholesterolowg. Wykazano, ze mutacja E
(kwas glutaminowy) do D (kwas asparaginowy) w pozycji 356 powoduje znie-
sienie aktywnosci izomerazy, a mutacja N (asparagina) do A (alanina) lub N
do Q (glutamina) w pozycji 480 powoduje zniesienie aktywnosci oksydazy.
Woprowadzenie mutacji polegajacej na zamianie H (histydyna) w N lub H w A
w pozycji 442 powoduje utrate obu aktywnosci enzymu. Mozna zatem przy-
puszczac¢, ze aminokwasy te biorg udziat w katalitycznej aktywnosci oksydaizy
cholesterolowej (72).

Oksydaza cholesterolowa jest pierwszym poznanym na poziomie genety-
cznym enzymem uczestniczgcym w przeksztatceniach steroli. Gen oksydazy
cholesterolowej (choA) ze Streptomyces sp. SA-COO zostat po raz pierwszy
sklonowany w wektorze plJ702 i wyprowadzony do komorek Streptomyces
lividans (41,44). Transgeniczny szczep Streptomyces lividans, zawierajacy re-
kombinowany wektor plJ702, odznaczat sie zdolnos$cia kilkakrotnie wyydaj-
niejszej syntezy zewngtrzkomorkowej oksydazy w poréwmaniu do szczepu
wyjsciowego Streptomyces sp. SA-COO. Biatko oksydazy cholesterolowej izo-
lowane z réznych szczepéw Streptomyces okazato sie monomerem o masie
od 34 kDa do 61 kDa. Ustalono takze sekwencje nukleotydowg genu (choA)
oksydazy cholesterolowej Streptomyces sp. SA-COO (26). Pojedyncza otwarta
ramka odczytu (ORF) koduje synteze 504 aminokwaséw, a mase biatka na
tej podstawie oceniono na 54,9 kDa. Okreslono takze sekwencje nukleoty-
dowa regionu promotorowego badanego genu choA oraz odkryto nowga otwartg
ramke odczytu (choP) zlokalizowang miedzy sekwencjg promotorowg a genem
strukturalnym choA oksydazy cholesterolowej. Na podstawie analizy delecyj-
nej dowiedziono, ze region promotorowyy genu choP peini istotng role w eks-
presji strukturalnego genu choA. Okazato sie, ze gen choP koduje biatko
zbudowane z 381 aminokwasow o masie 41,7 kDa, a jego produkt ziden-
tyfikowano jako cytochrom P-450 (23).

Sklonowany zostat gen oksydazy cholesterolowej (choB) z Brevibacterium
sterolicum (18,50). Poznanie sekwencji nukleotydowej tego genu pozwolito na
wykrycie otwartej ramki odczytu kodujgcej produkt skigdajacy sie z 552
aminokwaséw. W przeprowadzonej analizie N-terminalnej sekwencji amino-
kwasowej zewnatrzkomdrkowego enzymu Breuibactenum sterolicum wykaza-
no, ze dojrzaty enzym skiada sie z 507 aminokwaséw o0 masie 54,9 kDa,
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a jego sekwencja sygnalna zbudowana jest z 45 reszt aminokwasowych. Po-
rownujgc sekwencje nukleotydowg gendw choA i choB odpowiednio ze Strep-
tomyces sp. SA-COO i B. sterolicwn wykazano homologie na poziomie 64%.
Réznice dotycza szczegolnie koncéw 5' i 3' gendw poréwnywanych enzymow.
Ustalono przynajmniej sze$¢ wysoce konserwatywnych regionéw w obu en-
zymach, ktére mogg by¢ zaangazowane w wigzanie substratu bgdz stanowia
centrum katalityczne enzymu. Stwierdzono takze, iz obecnos¢ reszt cysteiny
determinuje aktywnos¢ enzymu (50).

Sklonowany gen oksydazy cholesterolowej ze Streptomyces sp. SA-COO
z powodzeniem poddano ekspresji w Streptomyces lividans, Lactobacillus ca-
sei, Escherichia coli oraz w Nicotiana tabacum (7,41,65). Szczegdlnie dobrym
gospodarzem do heterologicznej ekspresji genéw, ze wzgledu na brak cech
patogennosci, jak sie wydaje, jest Lactobacillus easel Pewng niedogodnoscia
wykorzystywania komorek L. casei jako gospodarza jest to, ze biatko oksy-
dazy cholesterolowej nie jest wydzielane do podioza, a w zwigzku z tym musi
by¢ izolowane po sonikacji komoérek (65). Uzyskanie ekspresji oksydazy cho-
lesterolowej w tytoniu byto waznym krokiem w Kkierunku wykorzystania tego
enzymu jako skutecznego insektycydu w stosunku do owaddéw opornych na
toksyny Bacillus thuringierLsis (45,54). Poczatkowo nie udawato sie uzyskac
ekspresji genu oksydazy chotesterolowej Streptomyces sp. w komdrkach
E. colt Okazato sie, ze natywny gen oksydazy cholesterolowej Streptomyces
sp. nie podlegat ekspresji w odlegtym filogenetycznie gospodarzu. Dopiero
lokalizacja i modyfikacja w genie miejsca wigzania rybosoméw i modyfikacja
N-terminalnych kodondéw genu pozwolity na uzyskanie wydajnej produkcji
enzymu. Zmodyfikowany gen poddano ekspresji w komdérkach E. coli pod
kontrolg promotoréw lac i tac z wielokopijnego wektora bedacego pochodng
plazmidow plJ702 i pUC19. Tak zrekombinowany system ekspresyjny po-
zwolit na uzyskanie dwukrotnie wyzszej wydajnosci syntezy oksydazy cho-
lesterolowej w czasie 18-godzinnej hodowli w poréwnaniu ze szczepem wyj-
sciowym Streptomyces sp. SA-COO hodowanym 4 dni (45,48).

Oksydaza cholesterolowa do$¢ powszechnie wykorzystywana jest w me-
dycynie do enzymatycznej transformacji cholesterolu i w potaczeniu z pero-
ksydazg stanowi szybki i czuty test enzymatyczny do ilosciowego oznaczania
zawartosci cholesterolu w prébach klinicznych.

Ponadto ekspresja oksydazy cholesterolowej w bakteriach mlekowych mo-
gtaby utatwi¢ degradacje cholesterolu w przetworach mlecznych. Szczegoélnie
interesujaca ideg jest sklonowanie i ekspresja genéw oksydazy cholesterolo-
wej w réznych roslinach wykorzystywanych do produkcji zywnosci z obni-
Zong zawartosciag cholesterolu.

3. Dehydrogenaza cholesterolowa zalezna od NAD(P) 3p-HSD

Wazna grupe enzyméw stanowia dehydrogenazy 3(3-hydroksysteroidowe
(3(3-HSD), ktore biora udziat w biosyntezie wszystkich grup hormonéw ste-
roidowych. W$réd tej grupy enzymow scharakteryzowano 5 typdw, z ktdrych



Geny i enzymy uczestniczace w przeksztatceniach struktury pierscieniowej steroidow 71

- H 2 -HSD H
" 11P-HSD o 0a,p-HS o<t
o=C' HO-G, c20 - c20
3a,p-HSD A 7a-HSD
- CJ Cch
oM OH I Lou T »

I”s. 2. Uproszczony schemat aktywnosci enzymatycznej réznych dehydrogenaz hydroksyste-
roidowych.

I i Il funkcjonujg jako dehydrogenaza/izomeraza, za$ IV i V dzialajg jako
reduktazy 3-ketosteroidowe (51,55).

Reakcja enzymatyczna prowadzona przez SP-HSD polega na przeksztatcaniu
5-en-3-hydroksysteroidow do odpowiednich 4-en-3-ketosteroidéw, a kofakto-
rem reakcji jest zwykle NADH + H+. Wyjatek stanowi 3P-HSD typ Il watroby
szczura i 3(3-HSD typ IV izolowana z nerek myszy, ktére w reakcji tej wyko-
rzystujg NADPH + (60). Dobrze poznanym i scharakteiyzowaninm biatkiem
enzymatycznym tej grupy enzjrméw jest dehydrogenaza cholesterolowa zalezna
od NAD(P), prowadzgca tatkg samg reakcje enzymatyczng jak oksydaza chole-
sterolowa (rys. 2). Po raz pierwszy enzym ten oczyszczono i sklonowano ko-
dujacy go gen ze szczepu Pseudomonas testosteronu Dehydrogenaza choleste-
rolowa zalezna od NAD(P) jest enzymem indukcyjnym. Moze wystepowacé w for-
mie monomeru lub dimeru, a przyjecie jednej badz drugiej formy jest uzalez-
nione od stezenia substratu steroidowego. Obie formy enzymu wykazujg r6zng
aktywnos¢ katalityczng w zaleznosci od rodzaju substratu steroidowego.

Dehydrogenaza cholesterolowa zalezna od NAD(P) ma zastosowanie w la-
boratoriach klinicznych, bowiem jej uzycie pozwala na tatwy, ilosciowy po-
miar cholesterolu we krwi poprzez bezposredni pomiar absorbancji zredu-
kowanej formy NAD(P) -A340 NAD(P)H.

W ostatnich latach okreslono sekwencje nukleotydowsg i aminokwasowag
dehydrogenazy cholesterolowej, zaleznej od NAD(P) Nocardia sp. i na tej pod-
stawie dowiedziono, ze enzym sklada sie z 364 reszt aminokwasowych i za-
wiera na N-terminalnym koncu konserwatywna sekwencje, do ktorej przy-
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tacza sie koenzym NAD(P). Enzym dehydrogenaza eholesterolowa zalezna od
NAD(P) Nocardia sp. wykazuje duzg specyficzno$¢ substratowg i jest enzy-
mem indukowanym w obecnosei cholesterolu. Udato sie uzyska¢ bardzo wy-
dajng ekspresje genu dehydrogenazy cholesterolowej Nocardia sp. w szczepie
Streptomyces Ituidans. W nowym gospodarzu zaobserwowano 40-krotnie wyz-
szg aktywno$¢ enzymu w poréwnaniu ze szczepem wyjsciowym. Interesujace
jest takze to, ze enzym syntetyzowany w zrekombinowanym szczepie ma
charakter enzymu konstytucyjnego. Sadzi sie, ze utrata indukcyjnego cha-
rakteru enz3nnu zwigzana jest z brakiem w nowym gospodarzu biatka re-
presorowego regulujgcego jego ekspresje w wyjseiowym szczepie Streptomy-
ces lividans (24).

4. Inne dehydrogenazy hydroksysteroidowe (HSD)
mikroorganiznnow

Obok opisanej dehydrogenazy cholesterolowej zaleznej od NAD(P) w wielu
organizmaeh zaréwno prokariotycznych jak i eukariotycznych zidentyfikowa-
no szereg innych dehydrogenaz hydroksysteroidowych. Dehydrogenaza 20(3-
hydroksysteroidowa (20|3-HSD) izolowana ze szczepu Streptomyces hydroge-
nes wykazuje pewng homologie z dehydrogenazg alkoholowg Drosophila
i dlatego zostata zaliczona do grupy kroétkotanicuchowych dehydrogenaz al-
koholowyeh. Enzym ten eharakteryzuje sie niskg zawarto$cig reszt cysteiny
oraz posiada konserwatywne reszty tyrozynowe (38,46).

Wysoka aktywnos$¢ dehydrogenazy 20a-hydroksysteroidowej (20a-HSD)
stwierdzono w komorkach Tetrahymena pynformis. Biatko tego enzymu wy-
izolowano z frakcji cytosolowej, oczyszczono i oceniono jego mase na 68 kDa.
Biatko 20a-HSD skiada sie z dwéch podjednostek o takiej samej wielkosci.
Prowadzi ono reakcje oksydacji grupy hydroksylowej w pozycji 20a steroidow
w obecnosci koenzymu NADPH + z wyjatkiem androgenow i estrogenéw.
Aktywnos¢ 20a-HSD jest wykrywana w wielu mikroorganizmach, jednak
oczyszczong forme biatka udato sie dotychczas otrzymacé tylko z Clostridium
scindens. Biologiczna funkcja tego enzymu w komérkach bakterii jest wcigz
nie znana. Wiadomo jedynie, ze jest to biatko o masie 162 kDa, wystepujgee
w formie tetrameru i wykazujgce wysoka speeyficzno$¢ w stosunku do 17a-
i 21a-dihydroksyadrenokortykoidow (25). W szczepie Streptomyces hydroge-
nes zidentyfikowano dwa enzymy, to jest: 3a- i 20a-HSD, ktérych sekwencja
aminokwasowa jest identyczna odpowiednio z lip- i 17P-HSD izolowanymi
z tkanek zwierzeeych (25,61), W przeprowadzonych badaniach dobrze oczy-
szczonych preparatow dehydrogenazy 3a-hydroksysteroidowej dowiedziono,
ze enzym ten zbudowany jest przynajmniej z dwoch podjednostek, z ktérych
duza wykazuje optymalng aktywnos$¢ w pH 6,2, zas mata w pH 5,8 (62).

Innym enzymem tej grupy jest dehydrogenaza 7a-hydroksysteroidowa (7a-
HSD) E, coli HBIOI, ktérego gen sklonowane i uzyskano jego ekspresje w ko-
morkach E. coli DHL Biatko tego enzymu wystepuje w formie tetramerycznej
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i wykazuje aktywnos$¢ w stosunku do grupy hydroksylowej w pozycji 7 kwa-
sow zolciowych, przeksztatcajgc je do kwaséw deoksycholowego i litocholo-
wego. Okazato sie, ze wystepujg dwa typy 7a-HSD; NADH- lub NADPH-za-
lezne (5,74). Aktywnos¢ 7a-HSD NADP-zaleznej wykryto takze w komadrkach
Eubacterium sp. Zlokalizowano i sklonowano gen kodujacy synteze tego en-
zymu i uzyskano jego ekspresje w komdérkach E. coli. Otrzymane biatko
odznaczato sie aktywnoscig 30 razy wiekszg w poréwnaniu do aktywnosci
enzymu izolowanego ze szczepu wyjsciowego (5).

Obecnos¢ dehydrogenaz hydroksysteroidowych w tkankach zwierzecych,
komoérkach pierwotniakoéw i bakterii wskazuje na szerokie rozpowszechnienie
tej grupy enzymoéw wsréd organizméw prokariotycznych i eukariotycznych.
Dobrym przykitadem takiego szerokiego rozpowszechnienia moze by¢ dehy-
drogenaza 17p-hydroksysteroidowa (17(3-HSD) zidentyfikowana zaréwno
w komodrkach grzybéw, tkankach zwierzecych, jak i w komérkach bakterii,
jednakze enzym ten izolowany z bakterii odznacza sie aktywnoscig o 1-2
rzedy wyzszag w poréwnaniu z enzymem izolowanym z tkanek zwierzecych.

Do tej pory zidentyfikowano 4 typy dehydrogenaz 17(3-hydroksysteroido-
wych, ktére wykazujg zaledwie 25% homologii na poziomie sekwencji ami-
nokwasowej (35,49). Dobrze scharakteryzowanym, wysoce specyficznbmi sub-
stratowo enzymem jest 17(3-HSD z Cylindrocarpon radicicola ATCC 11011.
Enzym ten wykazuje znaczng specyficzno$¢ w stosunku do testosteronu
i wymaga NADH + jako akceptora wodoru. Cylindrocarpon radicicola jest
grzybem bioracym udziat w katabolizmie progesteronu do 1-dehydrotestolo-
laktonu i dalszych produktow (29).

5. Dehydrogenazy hydroksysteroidowe ssakow

Izoenzymy dehydrogenazy 17(3-hydroksysteroidowej regulujg réwnowage
biologiczng miedzy wysoce aktywnymi 17p-hydroksysteroidami a nisko aktyw-
nymi 17-ketosteroidami, co w konsekwencji reguluje aktywnos¢ niektérych
hormonéw steroidowych. Nie ma watpliwosci, ze wiele innych enzymoéw dzia-
tajacych na grupe C17 steroiddw jest wykorzystywanych do precyzyjnej kon-
troli poziomu réznych hormonéw w organizmie (35,49).

Dla przykitadu, 17p-HSD typ | dziata jako reduktaza i przeksztatca estron
w estradiol, za$ 17(1-HSD typ Il posiada aktywnos$¢ oksydacyjng i inaktywuje
estradiol poprzez jego konwersje do estronu (39). 17|3-HSD zidentyfikowana
w tkankach cztowieka sktada sie z trzech strukturalnych domen, ktére nie wy-
stepujg wsérdd pozostatych dehydrogenaz. Ponadto N-terminalna domena tej dehy-
drogenazy jest podobna do krétkotaricuchowych dehydrogenaz alkoholowych.

Stwierdzono, ze 17P-HSD jest obecna w tkankach tworzacych steroidy, takich
jak np. btona $tuzowa macicy. Udowodniono, ze 17P-HSD izolowana z tozyska
sktada sie z dwoch podjednostek o masie okoto 34 kDa, jednak nie wykazano
znaczacej homologii pomiedzy 17P-HSD a innymi enzymami tej grupy (52).

Szczegoblnie waznym odkiyciem jest fakt, ze dehydrogenaza lip-hydro-
ksysteroidowa (lip-HSD) cztowieka jest enzymem bioracym udziat w kontroli
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ci$nienia krwi, a mutacje w kodonie 337 genu lip-HSD polegajace na pod-
stawieniu Cys zamiast Arg prowadzg do zaburzen cisnienia krwi (16). Ponad-
to wykazano, ze w organizmie cztowieka dehydrogenaza 1 ip-hydroksyste-
roidowa bierze udziat w przeksztatcaniu kortyzolu do kortyzonu. Brak aktyw-
nosci tego enzymu prowadzi u dzieci do zaburzen okreslanych jako super-
naprezenie wieku dzieciecego, ktére spowodowane jest podwyzszeniem po-
ziomu mineralokortykoidow. W szczegdtowej analizie biatka wykazano, ze
enzym ten jest glikoproteing 0 masie 34 kDa i wymaga obecnosci utlenionej
formy NADPH + H+ jako akceptora elektronéw (1,68).

Enzymy llp-HSD podzielono na dwie grupy: w pierwszej wykorzystujg
NADH + w drugiej zas§ NADPH + H+ jako kofaktory reakcji enzymatycz-
nych, co jest zalezne od rodzaju tkanki, w ktérej enzymy te sg produkowane
(2,3). W wykonanej analizie sekwencji aminokwasowej biatka dehydrogenazy
11 P-hydroksysteroidowej ujawniono 27% homologie z biatkiem dehydrogena-
zy rybitolu Klebsiella oraz znaczng homologie z produktem genu notG ba-
kterii nitryfikacyjnych, np. Rhizobium meliloti (1).

Ostatnio zidentyfikowano takze dehydrogenaze 7a-hydroksysteroidowag
(7a-HSD), ktéra jest NADH-zalezng oksydoreduktazg zaliczang do rodziny |
krotkotaricuchowych dehydrogenaz/reduktaz. Omawiany enzym katalizuje
utlenienie grupy hydroksylowej w pozycji C7 szkieletu steroidowego kwasow
zOkciowych. Reszty lyr 159 i Ser 146 biatka enzymu, jak sie sgdzi, peinig
istotng role w katalizowaniu reakcji poprzez oddziatywanie z grupami hy-
droksylowymi substratu (67).

Ponadto stwierdzono, ze dehydrogenaza 20a-hydroksysteroidowa (20a-HSD)
odgrywa wazna role w czasie cigzy, prowadzac redukcje progesteronu z wy-
tworzeniem mniej aktywnej formy 20a-hydroksyprogesteronu. 20a-HSD pod-
dano ekspresji w komdrkach bakteryjnych i owadéw w celu otrzymania wy-
sokiej jakosci enzymu. Mase biatka enzymatycznego oceniono na 37 kDa
oraz wykazano wysokg specyficzno$¢ substratowg enzymu w stosunku do
progesteronu i 20a-hydroksyprogesteronu. 17a-hydroksyprogesteron podlega
przeksztatceniom jedynie w 20%. Stwierdzono takze, ze 20a-HSD wymaga
dla swej aktywnosci zredukowanej formy NADPH + H+ (37) (tab. 1, lys. 2).

Tabela 1
Wykorzystanie substratéw i kofaktoréw przez rézne dehydrogenazy hydroksysteroidowe

Enzym Substrat Kofaktor
3P-HSD cholesterol NAD(P)
3a-HSD cholesterol NAD(P)
7a-HSD kwas zo6tciowy NADP, NAD
llp-HDS kortyzol NAD, NADP
17P-HSD estron, estradiol NAD
20P-HSD NAD(P)

20a-HSD 17-a i 21-a hydroksykortykoidy, progesteron NADP (H)
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A. Ai-KSDH
FAD FADH2
4-androsten-3,17-dion (AD) 1,4-androstadien-3,17-dion (ADD)
B. A4-KSDH
FAD FADH2
ba-androst-1 -en-3,17-dion (5aAD) 1,4-androstadien-3,17-dion (ADD)

Rys. 3. Mechanizmy reakcji katalizowanych przez A*- i A" dehydrogenazy 3-ketosteroidowe.

6. Dehydrogenazy ketosteroidowe

Kolejng wazng grupa enzymoéw uczestniczacych w przeksztatceniach ste-
roidow sg dehydrogenazy ketosteroidowe KSDH [EC 1.3.99.4). Wsrdd bakterii
zidentyfikowano do tej pory dwa enzymy nalezace do tej grupy. Sg to A™-
i A"~-dehydrogenazy ketosteroidowe. Oba enzymy wprowadzajg podwéjne wig-
zanie w pierScieniu A szkieletu steroidowego odpowiednio w pozycje C1-C2
oraz C4-C5 (53) (rys. 3).

Cechg charakterystyczng wszystkich biatek enzymatycznych KSIDH jest
obecnos¢ reszty Glu oraz wysoce konserwatywnej sekwencji aminokwasowej
D-V-L-V-V-G-S-G w domenie biatka wigzacej kofaktor FAD (17).

AC i A""-(5a)-dehydrogenazy ketosteroidowe sg enzymami zwigzanymi
z membranami komorek, za$ A”-(5P)-dehydrogenaza ketosteroidowa stanowi
frakcje biatek rozpuszczalnych. Reakcja prowadzona przez A™-dehydrogenaze
3-ketosteroidowa (KSIDH) polega na konwersji 4-en-3-ketosteroidéw do 1,4
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dienowych pochodnych przez eliminacje wodoru z pozycji Cl(a) i C2(P). Na-
lezy podkresli¢, ze wprowadzenie podwdjnego wigzania C1-C2 do pierscienia
A cyklopentanoperhydrofenantrenu jest zasadniczg reakcjg zapoczatkowuja-
cg degradacje ukiadu steroidowego. Tego typu przeksztatcenia steroidow sg
wykorzyst)rwane w przemysle farmaceutycznym: produkty tego przeksztatce-
nia, steroidy 3-keto-l,4-dienowe majg silne wiasciwosci antyatergiczne i prze-
ciwreumatyczne.

Al-dehydrogenazy 3-ketosteroidowe podzielono na dwie grupy ze wzgledu
na zréznicowang specyficzno$¢ substratowa. Jedng grupe tych enzymow sta-
nowig KSIDH bakterii gramdodatnich, ktére moga wprowadzaé podwdjne
wigzanie do C-11 hydroksysteroidéw bagdZz C-11 ketosteroidéw. Do drugiej
grupy zalicza sie KSIDH P. testosteronu ktora nie wykorzystuje wspomnia-
nych substratéow (17).

Dobrze poznanym biatkiem enzymatycznym jest A”-dehydrogenaza 3-keto-
steroidowa Nocardia corallina, ktora jest biatkiem o charakterze indukcyjnym,
a w postaci oczyszczonej jest monomerem o masie 60,5 kDa, Enzym ten jest
flawoproteing, w ktérym grupga prostetyczng jest FAD w stosunku 1 mol FAD
na 1 mol biatka. Enzym ten dziata zatem jako flawoproteinowa oksydaza
z wykorzystaniem tlenu czgsteczkowego jako ostatecznego akceptora elektro-
néw. Grupa prostetyczng dehydrogenazy moze zosta¢ odlgczona w tempera-
turze 100°C lub w w}miku dziatania 5% kwasem trojchlorooctowym.

Reakcje enzymatyczng 1-dehydrogenacji A”-3-ketosteroidéw mozna prze-
prowadzi¢ takze w obecnosci metylosiarczanu fenazyny jako akceptora ele-
ktrondw. Wykazano, ze 3-ketosteroidy, posiadajace grupe hydroksylowg
w pozycji Ha lub lip, podlegajg przeksztatceniom jedynie w niewietkim sto-
pniu. Oczyszczony enzym wydajnie katalizuje aromatyzacje pierScienia A ta-
kich steroidéw jak 19-nortestosteron i 19-norandrostendion, przeksztatcajac
je odpowiednio w estradiol i estron. Zdolno$¢ wprowadzania podwdjnego wig-
zania do steroidowego pierscienia A zwigzana z aktywnoscia omawianych
enzymdw zaobserwowano takze wsréd innych mikroorganizmow takich jak:
Cylindrocarpon radicicola, Pseudomonas testosteronu Arthrobacter simplex czy
Nocardia sp. (27).

Dobrze poznanym enzymem jest takze A”-dehydrogenaza 3-ketosteroido-
wa Nocardia opaca. Biatko tego enzymu oczyszczono i ustalono sekwencje
aminokwasowa jego N- terminalnej czesci, a mase biatka oceniono na okoto
58 kDa. W sekwencji pierwszych 56 aminokwasow wykazano 58% homologii
z biatkiem wyizolowanym z P. testosteronu Okreslono potencjalne miejsce
wigzania rybosomu, to jest sekwencje TGGAGT potozong 10 pz powyzej przy-
puszczalnego kodonu startu (ATG), a takze konserwatywng sekwencje bogatg
w reszty glicyny, ktéra stanowi domene biatka wigzacg FAD (12,13).

Gen A~-dehydrogenazy 3-ketosteroidowej (ksdD) A. simplex IFO12069 sklo-
nowana w szczepie S. liuidans. W nowym gospodarzu enzym podlegat nad-
produkcji okoto 25 razy wiekszej niz w szczepie wyjsciowym. Prawdopodobnie
zwiekszona produkcja enzymu w szczepie S. lividans wynika z jego wystepo-
wania zaréwno w formie zewnatrz- jak i wewngtrzkomoérkowej. Enzym ten
katalizuje wydajnie konwersje Kilku 3-ketosteroidow, lecz steroidy posiadajgce
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grupe hydroksylowg w pozycji 1 la i lip ulegajg przeksztatceniom ze znacznie
nizsza szybkoscig. Nalezy podkresli¢, ze w sekwencji aminokwasowej biatka
KSIDH A. simplex IFO12069 wykazano pewng homologie z KSIDH P. testo-
steroni oraz z reduktazg bursztynianu Shewanella putrejaciens. W wyniku
reakcji przeksztatcania 3-ketosteroidow przez KSIDH powstaja zwigzki o wy-
sokiej aktywnosci antyalergicznej i przeciwreumatycznej (10).

W badaniach genetycznych lokalizacji genu A”-dehydrogenazy 3-ketoste-
roidowej A. simplex i analizie jego sekwencji nukleotydowej dowiedziono, ze
gen jest czescig operonu skladajgcego sie jeszcze z co najmniej dwoch innych
genow, ktore przypuszczalnie zwlE"zane sg takze z metabolizmem steroidw.
Powyzej genu ksdD znaleziono gen ksdR kodujgcy prawdopodobnie biatko
regulatorowe. Gen ksdR wykazuje homologie z genem kdgR kodujagcym syn-
teze negatywnego regulatora biodegradacji pektyn w komaérkach Erwinia oraz
z genem gylR kodujacym aktywator metabolizmu glicerolu u Streptomyces.
Ponizej genu ksdD zlokalizowany jest gen ksdl kodujgcy biatko o wysokim
podobienstwie do A”-izomerazy 3-ketosteroidowej P. putida, a oba wymienio-
ne geny sa potaczone przez natozenie na siebie 4 par zasad. Ponizej operonu
KSDI wykryto 3 kolejne otwarte ramki odczytu, z ktérych jedna posiada
wysoka homologie z genem ksdD, a jej produkt moze by¢ rowniez zaanga-
zowany w przemiany steroidéw (45).

W centrum aktywnym enzymu A”-dehydrogenazy 3-ketosteroidowej ziden-
tyfikowano wysoce konserwatywne reszty Tyr i Asp (43). Zaobserwowano, ze
proces 1-dehydrogenacji musi by¢ poprzedzony przez ciecie taricucha bocz-
nego C1l7-cholestenonu, a zablokowanie tego procesu prowadzi do inakty-
wacji réwniez innych enzymoéw. Jedynie reakcja 4-dehydrogenacji moze prze-
biega¢ niezaleznie od ciecia tancucha alkilowego (66).

Wykazano takze, ze A™dehydrogenaza 3-ketosteroidowa N. corallina pro-
wadzi reakcje transhydrogenacji steroidow 3-keto-4-enowych do steroidéw
3-keto-1,4-dienowych. Optymalne pH dla reakcji transhydrogenacji jest okoto
8,4 i jest nizsze w poréwnaniu z reakcjg dehydrogenacji (pH 10). Enzym ten
wprowadza dwa state wigzania C-H, co jest w znacznym stopniu podobne
do reakcji prowadzonych przez dehydrogenazy acylo-CoA, dehydrogenazy-
glutaiylo-CoA oraz oksydazy acylo-CoA izolowane z tkanek ssakéw. Zauwa-
zono takze wptyw grupy 11 (j-hydroksylowej substratow steroidowych w pro-
cesie transhydrogenacji co sugeruje, ze dawca i biorca wodoru sg wigzane
w tym samym miejscu enzymu. Enzym ten prowadzi reakcje transhydroge-
nacji jedynie wowczas gdy substrat sreroidowy charakteryzuje sie grupa ke-
tonowa przy weglu 3 (C-3) pierscienia steroidowego (28).

Kolejnym, dobrze scharakteryzowanym enzymem izolowanym ze szczepu
Nocardia corallina jest A”-(5a)-dehydrogenaza 3-ketosteroidowa. Enzym ten
katalizuje reakcje dehydrogenacji 3-keto-(5a)-steroidow w pozycji 4-5, prze-
ksztatcajgc 5a-AD do ADD w obecnosci metylosiarczanu fenazyny jako
akceptora elektronéw. Omawiane biatko jest flawoproteing zawierajaca jedna
czasteczke FAD jako grupe prostetyczng, ktora jest takze akceptorem ele-
ktrondw w reakcji utleniania steroidoéw w pozycji 4P i 5a. Biatko tego enzymu
jest monomerem o masie 60 kDa. Enzym ten Kkatalizuje takze reakcje trans-
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hydrogenacji pomiedzy 3-keto-(5a)-steroidami a steroidami 3-keto-1,4-dieno-
wymi. Aktywnos¢ A"~-dehydrogenazy 3-ketosteroidowej w komorkach Nocar-
dia corallina jest znacznie nizsza w poréwnaniu z aktywnoscig A" dehydro-
genazy 3-ketosteroidowej. Oba enzymy wykazuja takze inne réznice. Dla przy-
ktadu A"~-dehydrogenaza 3-ketosteroidowa odznacza sie nizszg aktywnoscig
oksydazy i jest flawodehydrogenaza, natomiast A”-dehydrogenaza 3-ketoste-
roidowa jest flawooksydazg i przeksztatca substraty steroidowe o konfiguracji
5a (20). Aktywnos¢ A'~-dehydrogenazy 3-ketosteroidowej wykryto takze
w szczepie P. testosteronu Okazato sie, ze szczep ten produkuje 3 rodzaje
dehydrogenaz ketosteroidowych. Sg to A~dehydrogenaza 3-ketosteroidowa,
oraz dwa typy A'“-dehydrogenaz 3-ketosteroidowych: (5a) i A™ (SP).

Gen A'7(5a)ksdD P. testosteroni sktonowano w komérkach E. coti JIM 101,
w ktérych uzyskano 18 razy wiekszg ekspresje biatka w poréwnaniu ze szcze-
pem wyjsciowym. A"~(5a)-dehydrogenaza 3-ketosteroidowa wykazuje wyzszg
aktywnos$c¢ i specyficznosé substratowg w stosunku do A* androsten-3,17-
dionu niz do 5a-androstan-3,17-dionu. Okres$lono optymalne warunki dla
aktywnosci enzymu (pH 8, 40°C) oraz zidentyfikowano otwartg ramke od-
czytu o diugosci 1593 par zasad kodujaca biatko tego enzymu. W analizie
sekwencji aminokwasowej ujawniono miejsce wigzania FAD co potwierdza,
ze A"(5a)-KSDH jest flawoproteing (17).

7. Hydroksylazy steroidowe

Reakcja hydroksylacji jest najczesciej wystepujaca transfoirnacja zwiaz-
kéw steroidowych. Hydroksylacji mogg podlega¢ wszystkie pozycje struktury
pierscieniowej steroidow, a takze niektore pozycje w ich taricuchu bocznym,
co $wiadczy o wysokiej réznorodnosci enz}rméw tej klasy. Stosunkowo stabo
poznana jest genetyczna determinacja enzymow nalezacych do grupy hydro-
ksylaz (rys. 4).

Wydajnos¢ procesu hydroksylacji u grzybdw oraz jego specyfika sg naj-
czesciej cechami charakterystycznymi dla gatunku, a nawet szczepu. Grzy-
bowe hydroksylazy dziatajg jako miejscowo selektywne monooksygenazy an-
gazujgce system cytochromu P450 oraz NADPH + H+ jako kofaktor (4). Naj-
czesciej wykorzystywanym substratem w reakcji hydroksylacji prowadzonej
przez grzyby jest progesteron. Dla przyktadu Mucor hiemalis prowadzi reakcje
hydroksylacji progesteronu w pozycji 14a, natomiast w przypadku Rhizopus
nigricans, Rhizopus arrihizus, Aspergillus ochraceus hydroksylacji podlega
progesteron w pozycji Ha. 1la-hydroksylaza A. ochraceus jest ziozonym
kompleksem, w ktérym zidentyfikowano: cytochrom P450, reduktaze
NADPH-cytochrom P450 oraz fosfatydylocholinge. Hydroksylaza ta wykaizuje
podobienstwo do monooksygenazy produkowanej w mikrosomach watroby
ssakow. W reakcji hydroksylacji zwigzkéw steroidowych w hodowlach A. ochra-
ceus wymagana jest obecnos$¢ glukozo-6-fosforanu i dehydrogenazy gluko-
zo-6-fosforanu niezbednych dla regeneracji puli NADPH. Podobnie jak
w przypadku hydroksylaz bakteryjnych, réwniez dla hydroksylazy produko-






80 Anna Brzostek i inni

W skiad aktywnego ukiadu 11 (3-hydroksytazy wchodzi reduktaza NADPH-
adrenodoksynowa, ktéra jest zaangazowana w proces przenoszenia elektro-
néw. Jednakze fizjologiczna funkcja drozdzowej oksydoreduktazy NADPH-
adrenodoksynowej nie jest znana (11).

Inng zidentyfikowang hydroksylazg jest ludzka 7a-hydroksytaza, ktora
jest pierwszym enzymem uczestniczacym w konwersji cholesterolu do kwa-
sow zoékciowych w watrobie. Enzym ten jest produktem genu CYP27 c)d:o-
chromu P450, a jego aktywnos¢ jest regulowana przez hydrofobowe kwasy
z6kciowe. Zmodyfikowany gen 7a-hydroksylazy cholesterolowej sklonowane
w wektorze ekspresyjnym pJL, ktérym transformowano komorki E. coli
MV1304. Otrzymano pieciokrotnie wyzszg ekspresje tego enzymu w komor-
kach E. coli oraz wykazano 85% identyczno$¢ sekwencji aminokwasowej po-
miedzy ludzka i szczurza 7a-hydroksylaza (32). Ponadto aktywnos¢ 7a-hy-
droksylazy wykiyto w pomitochondrialnym supematancie Phycomyces bla-
kesleeaniLS. Enzym ten dla swej aktywnosci wymaga zredukowanego NADP
jako kofaktora, ktory niekiedy moze by¢ zamieniony na NADH + H+. Reakcja
prowadzona przez 7a-hydroksylaze jest w pewnym stopniu hamowana przez
azole, ketokonazole i dikonazole, co $wiadczy o katalizowaniu hydroksylacji
przez cytochrom P450. Ponadto nie zaobserwowano réznic aktywnosci enzy-
mu w hodowlach indukowanych lub nie indukowanych progesteronem, co
moze sugerowac, ze 7a-hydroksylaza jest enzymem konstytucyjnym (64).

Ostatnio w opublikowanych pracach opisuje sie, ze endotoksyny i cytokiny
powodujg wzrost syntezy cholesterolu i wydzielanie lipoprotein przez watrobe
gryzoni, prowadzac do hipercholesterolemii. Natomiast 7a-hydroksylaza cho-
lesterolowa jest enzymem umozliwiajagcym konwersje cholesterolu do kwasow
zOkciowych w watrobie, a zmniejszenie sie ilosci enzymu mogtoby doprowadzi¢
do wzrostu cholesterolu dostepnego do produkcji lipoprotein. Dowiedziono, ze
LPS, TNF i IL-1 sg czynnikami zmniejszajacymi poziom 7a-hydroksylazy cho-
lesterolowej w watrobie badz wptywajacymi na spadek aktywnosci enzymu (15,47).

Interesujgce byto takze uzyskanie fuzyjnych biatek sktadajacych sie z byd-
lecych cytochroméw P450 i drozdzowej reduktazy NADPH-cytochrom P450
w komérkach Saccharomyces cerevisiae. Otrzymane zrekombinowane szczepy
drozdzowe wykazywaty akt3dAvnos¢ 17a-hydroksylazy zaleznej od monooksy-
genazy P450cl7 w stosunku do progesteronu. Stwierdzono, ze tak skon-
struowane biatka fuzyjne reduktazy wykazujg wzmocniong aktywnos¢ 17a-
hydroksytazy, za$ dtugos¢ i sekwencja aminokwasowa regionu ,,zawiasowego”
miedzy P450cl7 a drozdzowg reduktazg odgrywajg wazng role w wydajnych
wewnatrzmotekutarnych reakcjach utleniania i redukcji.

Nalezy doda¢, ze mikrosomalna monooksygenaza P450cl7 jest podstawo-
wym enzymem w biosyntezie hormonéw steroidowych u ssakéw bowiem bie-
rze udziat w produkcji mineratokortykoidéw, gtukokortykoidéw i hormondw
ptciowych. Wiadomo takze, ze mikrosomalne P450 monooksygenazy zawie-
rajagce cytochrom P450 i NADPH-P450-reduktaze odgrywajg zasadniczg role
w oksydacyjnym metabolizmie réznych lipofilnych zwigzkéw, a w tym takze
substratéw endogennych takich jak: steroidy, kwasy tluszczowe czy prosta-
gtandyny (19,56,59,69).
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O O

Rys. 5. Mechanizm reakcji katalizowanej przez izomeraze ketosteroidowa.

Generalnie, enzymy wspoétdziatajagce z systemem P450 sg szeroko rozpo-
wszechnione wsréd zwierzat, grzybdéw, roslin i Euhacterii, a w ostatnich pub-
likacjach opisuje sie sposéb identyfikacji potencjalnej sekwencji nukleotydo-
wej P450 u Sulfolobus solfataricus. Enzymy zawierajgce cytochrom P450 pel-
nig rote koncowych oksydaz w wielosktadnikowym taricuchu przenoszenia
elektronéw i sg okreslane jako systemy monooksygenaz zawierajgcych cyto-
chrom P450 (14,73).

8. Izomeraza ketosteroidowa

Stosunkowo dobrze poznanym enzymem posredniczacym w modyfikacjach
steroli jest izomeraza ketosteroidowg — KSI [EC 5.3.3.1], ktorej odkrycie
datuje sie na 1955 r. Enzym ten jest zaangazowany w biodegradacje (u ba-
kterii) i biosynteze (u ssakdéw) zwigzkéw steroidowych. Enzym ten przepro-
wadza reakcje izomeryzacji 3-keto i 3-ketoA~30_ steroidow do izomerow
AM poprzez przenoszenie protondw z pozycji 4p substratu w pozycje 6p lub
IOp. lzomeryzacja substratow steroidowych AO przebiega okoto 1000 razy
wolniej niz AM® (22,30) (rys. 5).

Izomeraze ketosteroidowsg izolowang ze szczepéw Pseudomonas testoste-
roni i Pseudomonas putida oczyszczono i scharakteryzowano, a jej mase oce-
niono na okoto 14 kDa. Stwierdzono, ze czynniki chelatujgce, takie jak:
hydroksychinolina, dipyridyl, etylenodiamina nie majg wptywu na aktywnos¢
enzymu. Ponadto zauwazono istotne znaczenie reszt histydyny w aktywnosci
enzymu (8,9,30,34).

Gen ksdl P. testosteroni kodujacy synteze tego enzymu skltonowano w we-
ktorze PUC 19, wprowadzajac go pod kontrole promotora Plac, a nastepnie
tak zrekombinowanym plazmidem transformowano komoérki E. coli JIM 101
i uzyskano nadprodukcje enzymu w hodowli indukowanej IPTG (34).

Sklonowana takze gen ksdl P. testosteroni w fagu ~gtll, ktérym zainfe-
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kowane komérki E. coli produkowaty polipeptyd rozpoznawany przez suro-
wiee skierowang przeeiwko oczyszczonej izomerazie ketosteroidowej P. testo-
steroni (8).

Na podstawie sekwencji aminokwasowych stwierdzono, ze reszta kwasu
asparaginowego wystepujaca w pozycji 38 jest odpowiedzialna za przenosze-
nie elektrondw z pozycji 43 do pozycji 6p. Zauwazono takze, ze komorki
E. coli transformowane zrekombinowanym plazmidem wykazuja 100 razy wyz-
szg ekspresje izomerazy ketosteroidowej w pordéwnaniu do P. testosteroni.
Prawdopodobnie taka silna nadprodukcja enzymu jest zwigzana z obecnoscig
sekwencji bogatej w puryny 10 par zasad powyzej sekwencji kodujacej izo-
meraze ketosteroidowa. Sekwencja ta w komoérkach E. coli funkcjonuje jako
miejsce wigzania rybosomu (9).

Funkcje kwasu asparaginowego (Asp 38) jako aminokwasu zaangazowa-
nego w deprotonizacje substratu poprzez szereg posrednikow dienolowych
potwierdzono, konstruujgc mutanty posiadajgce izomeraze ketosteroidowsg ze
zmienionymi zasadami azotowymi w pozycji 38 (21).

Gen izomerazy ketosteroidowej ze szczepu P. putida biotyp B sklonowane,
a nastepnie poddano ekspresji w komérkach E. coli BL21(DE3), uzyskujac
wysoki poziom ekspresji biatka KSI po indukcji hodowli IPTG. Wykazano
takze, ze poza reszta kwasu asparaginowego w pozycji 38 rGwniez tyrozyna
wystepujaca w pozycji 14 biatka bierze udziat w protonizacji 3-ketosteroidow
do formy dienolowej lub dziata jako elektrofilny katalizator lub tez bierze
udziat w utrzymywaniu stabilnego wiazania wodor-tlen przy weglu C3 ste-
roidébw, co ma wplyw na wytwarzanie posrednika dienolowego. Zaobserwo-
wano, ze zdolnos¢ Kkatalityczna KSI maleje wraz ze wzrostem pH powyzej 9,
za$ wprowadzenie innego aminokwasu w pozycje 38 moze prowadzi¢ do uzy-
skania formy o podwyzszonej aktywnosci. Sadzi sie, ze hydrofobowos$¢ $ro-
dowiska i potencjat elektryczny sg czynnikami wpltywajacymi na reszty ami-
nokwasowe w centrum aktywnym enzymu (22).

Hydrofobowe reszty aminokwasowe mogg odgrywaé zasadnicza role w re-
akcji katalitycznej, co dowiedziono poprzez konstrukcje mutantéw, ktore S3m-
tetyzujg biatko posiadajace w centrum aktywnym enzymu zamiast Phe inne
aminokwasy, np. Leu czy Ala (6,75). Stwierdzono, ze polipeptyd izomerazy
ketosteroidowej P. putida jest o0 sze$¢ reszt aminokwasowych diuzszy od izo-
merazy ketosteroidowej P. testosteronu a przeprowadzajgc analize jego se-
kwencji aminokwasowej wykazano obecno$¢ trzech dodatkowych reszt cy-
steinowych oraz dwaoch reszt tryptofanu, ktore nie sa obecne w biatku S3m-
tetyzowanym przez P. testosteronu Gen izomerazy ketosteroidowej P. putida
sktada sie z 393 p.z. stanowigcych ORF z kodonem startu ATG i kodonem
stopu TAG. Sekwencje nukleotydowe obu omawianych gendéw ksdl wykazujg
okoto 50% identycznosci (33,36).

Z zestawienia enzyméw uczestniczacych w przeksztatceniach zwigzkéw
steroidowych mozna zauwazy¢, ze takie same lub podobne enzymy wystepujg
zarbwno w komorkach bakterii, grzybéw strzepkowych jak i w tkankach
kregowcéw. Ponadto enzymy te w organizmach wyzszych sg czesto zaanga-
zowane w szereg istotnych procesdw metabolicznych, a mutacje w genach
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kodujacych te enzymy moga by¢ przyezynag niektorych opisanych choréb
czlowieka.

Nalezy stwierdzi¢, ze badania bakteryjnych i grzybowych genéw i enzymow

odpowiedzialnych za biotransformacje zwiazkéw steroidowych majg istotne
znaczenie nie tylko dla biotechnologii, produkcji lekéw steroidowych, ale tak-
ze sa istotnym elementem waznych badan podstawowych.
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Genes and enzymes taking part in biotransformation of steroid ring structure

Summary

Biotransformation of steroid compounds involves two major steps; side chain degradation,
which is poorly understood at the genetic level, and the degradation of steroid ring structure,
which is better known.

This article describes well known molecular mechanisms of ring structure multistep biode-
gradation. Particular stress is put on the role of cholesterol oxidase, ketosteroid dehydrogenase,
ketosteroid isomerase as the best analysed enzymes involved in steroid biotransformation.
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