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Dehydrogenaza C-25 steroidowa (S25DH) jest enzymem molibdenowy 

pochodzącym z denitrikującej bakterii Sterolibacterium denitrificans Chol-1ST [1]. 
Katalizuje ona regioselektywną hydroksylację przy węglu C-25 łańcucha 
alifatycznego cholesterolu i jego pochodnych. Reakcja zachodzi w środowisku 
beztlenowym, a źródłem tlenu do utlenienia trzeciorzędowego atomu węgla w 
substracie jest cząsteczka wody. Reakcja katalizowana przez S25DH zachodzi 
według nieopisanego jak dotąd mechanizmu, chociaż postulowane jest jej 
podobieństwo do mechanizmu reakcji dehydrogenazy etylobenzenowej [2]. 
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Rys. 1. Schemat reakcji katalizowanej przez S25DH. Enzym hydroksyluje cholest-4-
en-3-on przy węglu C25 sam ulegając redukcji. Aktywność katalityczną odzyskuje w 
wyniku przyłączenia cząsteczki wody oraz re-utlenienia przez zewnętrzny akceptor 

elektronowy ([Fe(cp)2]
+ lub [Fe(CN)6]

3-. 
 
 
Badania eksperymentalne i teoretyczne zmierzające do wyjaśnienia mechanizmu 

katalitycznego S25DH mają również wymiar aplikacyjny. S25DH jest proponowanym 
katalizatorem do produkcji 25-hydroksycholesterolu (25-HC), który jest m. in. 
regulatorem systemu odpornościowego komórek [3]. Enzym został pozyskany z 
materiału bakteryjnego według opracowanej przez nas uproszczonej procedury 
oczyszczania i zastosowany w syntezie hydroksylowanych produktów w wodnej 
mieszaninie reakcyjnej z wykorzystaniem reaktora mieszalnikowego typu fed-batch. 
Przeprowadzono również porównawcze testy katalityczne dla różnych pochodnych 
cholesterolu. 

 
W celu przebadania mechanizmu reakcji istotny jest dostęp do struktury 

molekularnej biokatalizatora. Z uwagi na brak struktury krystalograficznej S25DH, 
stworzono model homologiczny katalitycznej podjednostki α w oparciu o sekwencję 
aminokwasową S25DH oraz strukturę przestrzenną dehydrogenazy etylobenzenowej 

z Aromaticum aromatoleum EbN1 (2IVF) [4]. Strukturę podjednostki enzymu 



poddano optymalizacji geometrii i symulacjom dynamiki molekularnej. Tak 
opracowany model pozwolił na zadokowanie znanych substratów do centrum 
aktywnego i przeanalizowanie oddziaływań molekularnych pomiędzy resztami 
aminokwasowymi, kofaktorem molibdenowym i zadokowanymi substratami. Badania 
te miały na celu weryfikację istniejącego modelu homologicznego S25DH oraz 
stanowiły wstęp do dalszych badań nad mechanizmem katalitycznym reakcji. 
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