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Specyficzno$¢ substratowa wybranych reduktaz kwasow thuszczowych i syntaz woskow

Woski, czyli estry kwaséw tluszczowych 1 alkoholi tluszczowych, sg szeroko
rozpowszechnione w przyrodzie. Gtéwne funkcje woskoOw to magazynowanie energii,
ochrona przed wysychaniem, promieniowaniem UV i patogenami oraz udzial w komunikacji
chemicznej, echolokacji i kontroli zanurzenia. W przemysle woski znalazly zastosowanie
jako skladniki smaréw, kosmetykéw, farb, emulsji i lekéw, a uzyskuje si¢ je gtdéwnie na
drodze syntezy chemicznej badz z nasion Simmondsia chinensis (jojoba), w ktorych sga one
gromadzone jako tluszcze zapasowe. Obie te metody wiaza si¢ z wysokimi kosztami, dlatego
obecnie badane s3 mozliwosci produkcji woskow w organizmach jednokomoérkowych
i roslinach, ktore po odpowiednich modyfikacjach z uzyciem metod inzynierii genetycznej
mogg stac si¢ atrakcyjnym zZroédtem tych substancji.

W koncowy etap biosyntezy woskow zaangazowane sa dwa typy enzymow: reduktazy
kwasow ttuszczowych (ang. fatty acyl-CoA reductase, FAR) oraz syntazy woskow (ang. wax
synthase, WS). Reduktazy kwaséw thuszczowych przeprowadzajag redukcje kwasow
tluszczowych potaczonych z koenzymem A do odpowiadajacych im alkoholi. Syntazy
woskow Kkatalizujg estryfikacje kwasow tluszczowych potaczonych z koenzymem A
wykorzystujac alkohole wytworzone przez reduktaze.

Ze wzgledu na to, ze wlasciwosci woskow, takie jak temperatura topnienia czy odpornos¢
na utlenianie, sg determinowane przez struktur¢ chemiczng budujacych je kwasow 1 alkoholi
thuszczowych, istotnym etapem projektowania biotechnologicznego procesu ich produkcji
jest wybor enzymow FAR i WS o odpowiedniej specyficznosci substratowe;.

W ramach niniejszej pracy doktorskiej okreslono specyficzno$¢ substratowg wybranych
reduktaz kwasow thuszczowych i syntaz woskéw. Badane enzymy FAR 1 WS pochodzity
z Arabidopsis thaliana (AtFARS5), Simmondsia chinensis (SChFAR, SchWS), Mus musculus
(MmFAR1, MmWS) i Marinobacter hydrocarbonoclasticus (MhWS2). Geny kodujace
wybrane enzymy FAR i WS wprowadzono do dwodch szczepow Saccharomyces cerevisiae:
szczepu dzikiego BY4742 oraz szczepu H1246, w ktorym wylaczone sa geny odpowiedzialne
za synteze¢ estrow steroli oraz triacylogliceroli. Specyficzno$¢ substratowa badanych

enzymow okreslano zaréwno w warunkach in vivo, jak i in vitro, wykorzystujac, w tym



ostatnim przypadku, frakcje mikrosomalne wyizolowane z transgenicznych drozdzy. Enzymy
testowano pod wzgledem ich specyficznosci w stosunku do substratow o roznej dtugosci
tancucha weglowego i o réoznym stopniu nasycenia. Badano réwniez wptyw na aktywnos$é¢
enzymow wystepowania dodatkowych grup (np. hydroksylowych) w tancuchu weglowym
wybranych substratow.

Reduktaza kwasow tluszczowych z M. musculus wykazywata najwyzszg aktywnos$é
wobec nasyconych 16- i 18-weglowych substratow. Roslinne reduktazy (SchFAR i AtFARS)
charakteryzowaty si¢ raczej waska specyficznoscia substratowa, produkujac gléwnie alkohol
stearylowy (18:0-OH).

Syntazy woskéw z M. musculus i M. hydrocarbonoclasticus efektywnie wytwarzaty
woski z wykorzystaniem szerokiego spektrum substratow z wyrazna preferencja wobec
kwasow tluszczowych i alkoholi thuszczowych o dhugosci C12-C18. Najwyzsza ilosé
woskow produkowanych przez syntaze SchWS z S. chinensis zaobserwowano dla niektorych
kombinacji kwasow 1 alkoholi tluszczowych o dlugosci C14-C18. Enzym wykazywatl
réwniez stosunkowo wysoka aktywno$¢ wobec 20:1-CoA.

Analiza danych dotyczacych aktywnosci i1 specyficznosci substratowej badanych
enzymow wskazuje, ze moga by¢ one wykorzystywane do produkcji woskéw o réznych

wiasciwosciach, dopasowanych do konkretnych zastosowan przemystowych.



