STRESZCZENIE

Rubisco jest enzymem wystepujacym u organizméw fotosyntetyzujacych katalizujacym
pierwszy etap procesu akumulacji biomasy: przylaczenie dwutlenku wegla do cukru
- rybulozo-1,5-bisfosforanu. Skomplikowana, multimeryczna budowa i obecnosé wielu la-
bilnych elementéw strukturalnych w tym bialku, powoduja Ze nie jest ono w stanie samo-
dzielnie uzyskaé swojej natywnej struktury czwartorzedowej i wymaga do tego celu Scisle
zorganizowanego dzialania szeregu czynnikéw pomocniczych. Wyspecjalizowane biatka
chaperonowe uczestnicza kolejno w faldowaniu podjednostek holoenzymu, posrednicza w
ich stopniowej oligomeryzacji, a w niektérych przypadkach dodatkowo kieruja do komoér-
kowego miejsca przeznaczenia, takiego jak karboksysomy, czy pyrenoid. Oprécz pelnienia
swojej kanonicznej funkcji polegajacej na posredniczeniu w skladaniu Rubisco, chaperony
te zaangazowane sa w dodatkowe procesy, takie jak kontrola jakosSci procesu biosyntezy czy
regulacja fizjologii organelli i kompartmentéw komérkowych.

WPROWADZENIE

Fotosynteza ze wzgledu na rodzaj utylizowanej energii, dzieli sie na tzw.
,faze jasng” oraz ,faze ciemng”. W pierwszej z nich $wiatlo sloneczne absor-
bowane przez fotosystemy powoduje wzbudzenie elektronéw, ktére nastepnie
przekazywane sa przez szereg biatkowych oraz niebiatkowych czynnikéw na fi-
nalny akceptor - NADP, prowadzac do jego redukcji do NADPH*. Transportowi
elektronéw towarzyszy transfer protonéw do wnetrza lumen tylakoidu, prowa-
dzac do wytworzenia tzw. sity protonomotorycznej. Ta z kolei przeksztatcana
jest w energie chemiczng pod postacia ATP przez chloroplastowa syntaze ATP.
Zaréwno NADPH?, jak i ATP, stanowia potencjal redukcyjny, wykorzystywa-
ny w procesach anabolicznych zachodzacych w ,fazie ciemnej” zwanej inaczej
cyklem Calvina. Niedobér elektronéw, bedacy efektem ich aktywacji i opusz-
czania centréw fotosyntetycznych, rekompensowany jest czesciowo przez elek-
trony pochodzace z rozkladu wody. Proces ten, katalizowany jest przez centrum
rozkladajace wode, bedace peryferyjna podjednostka fotosystemu II. Prowadzi
on réwniez do uwolnienia protonéw, przyczyniajac sie do akumulaciji sity pro-
tonomotorycznej, jak i wytworzenia tlenu. W ,fazie ciemnej” fotosyntezy cza-
steczka dwutlenku wegla wbudowywana jest w cukrowy akceptor, prowadzac
do powstania zwigzkéw organicznych, wykorzystywanych nastepnie w proce-
sach anabolicznych i katabolicznych. Akceptor zuzyty w trakcie procesu zosta-
je odtworzony z wykorzystaniem energii zwigzkéw potencjatu redukcyjnego
[1]. Pierwsza reakcje ,fazy ciemnej” przeprowadza karboksylaza/oksygenaza
rybulozo-1,5-bisfosforanu (Rubisco) [2]. Enzym ten katalizuje enolizacje cukru
- rybulozo-1,5-bisfosforanu (RuBP) przez niewielki gazowy substrat - CO, lub
O, (Ryc. 1A). Produkt tej reakgji jest nietrwaty i samoczynnie ulega dalszej degra-
dacji, do dwoch czasteczek kwasu 3-fosfoglicerynowego w przypadku enolizacji
za pomocg CO, lub do czasteczki kwasu 3-fosfoglicerynowego i czasteczki fosfo-
glikolanu w przypadku enolizacji przy udziale O,. Jedynie pierwszy z tych pro-
duktow - kwas 3-fosfoglicerynowy jest uzyteczny metabolicznie dla komorki,
podczas gdy drugi jest toksyczny i musi by¢ utylizowany w procesie fotooddy-
chania [3]. Reakcja karboksylacji RuBP jest jedynym ilo§ciowo znaczacym proce-
sem w przyrodzie umozliwiajacym generacje czasteczek organicznych z materii
nieorganicznej. Poprawienie wlasciwosci Rubisco majace na celu zwiekszenie
szybkosci katalizowanej reakcji karboksylacji, jak i zmniejszenie powinowactwa
do tlenu, sa wiec jednym z gtéwnych nurtéw prac nad tym biatkiem.

Pierwsze prymitywne organizmy fotosyntetyczne przeprowadzaly swoje
procesy zyciowe w okresie, kiedy atmosfera uboga byta w tlen, a bogata w dwu-
tlenek wegla. Wyksztalcenie centrum rozkladajacego wode doprowadzito do
gwaltownego przyrostu biomasy, a co za tym idzie wzrostu tlenu w atmosferze
do poziomu obecnego w procesie zwanym , katastrofa tlenowa”, zapoczatko-
wanym 2 miliardy lat temu. Rubisco wytwarzajaca do tej pory jedynie produk-
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Rycina 1. Funkgja i struktura Rubisco. (A) Schemat reakcji katalizowanej przez Rubisco. Rybulozo-1,5-bisfosforan (RuBP) ulega izomeryzacji do swojej formy enodiolowe;j.
Ta z kolei ulega reakgji z gazowym dwutlenkiem wegla lub tlenem. Nietrwaty intermediat, ktory nie zostat zaprezentowany na schemacie hydrolizowany jest nastepnie
do dwoch czasteczek kwasu 3-fosfoglicerynowego (3-PGA) w przypadku enolizacji dwutlenkiem wegla lub do pojedynczej czasteczki 3-PGA i czasteczki fosfoglikolanu
(PG) w przypadku enolizacji z udziatem O,. Jedynie pierwszy z tych produktéw jest uzyteczny metabolicznie, podczas gdy drugi jako toksyczny musi ulec utylizacji. (B)
Schematyczna prezentacja budowy form Rubisco wystepujacych w przyrodzie. Duze podjednostki (RbcL) zostaly zaprezentowane odcieniami czerwieni, podczas gdy
mate (RbcS) zostaly przedstawione na zielono. Do wygenerowania ryciny uzyto programu PyMol (Schrédinger) i struktur zdeponowanych w bazie PDB pod kodami: 5rub

(Schneider i in. 1990), 8ruc (Andersson i in. 1996) i 1geh (Kitano i in. 2001).

ty karboksylacji RuBP musiata ewoluowaé w celu zmniej-
szenia podatnosci substratu na oksygenacje [4]. Zmiany w
lokalnej substrukturze centrum aktywnego pociagnety za
soba zwigkszenie poziomu komplikacji budowy catego en-
zymu. Wymusily tez ko-ewolucje czynnikéw wymaganych
do jego biosyntezy, umiejscowienia w odpowiednim srodo-
wisku komoérkowym, a takze utrzymania jego sprawnosci
katalitycznej. Pojawienie sie atmosfery tlenowej pociagneto
za sobg rowniez wytworzenie mechanizméw zageszczania
dwutlenku wegla w poblizu Rubisco, takich jak karbok-
sysomy wystepujace u sinic [5], czy pyrenoid spotykany
w chloroplastach jednokomérkowych alg oraz niektérych
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mszakow [6]. Roéliny C,, takie jak kukurydza, czy trzcina
cukrowa wyksztalcily biochemiczny, tzn. bazujacy na reak-
cjach chemicznych, a nie wyspecjalizowanych strukturach,
mechanizm zageszczania dwutlenku wegla. W przeciwien-
stwie do roélin C,, gdzie atmosferyczny CO, wbudowywa-
ny w biomase jest wylgcznie w cyklu Calvina, u roélin C,
proces ten przebiega dwuetapowo. W komdrkach mezofilu
lisciowego CO, jest asymilowany przez karboksylaze PEP w
wyniku czego powstaje szczawiooctan redukowany nastep-
nie do jablczanu. Ten trafia do pochwy okolowiazkowej, a
nastepnie CO, zostaje uwolniony z jabtczanu i wiaczony do
cyklu Calvina. Fakt, ze komérki mezofilu nieustannie pom-

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/



puja CO, do komoérek pochwy okotowigzkowej w postaci
jablczanu, powoduje ze zawsze jest tam wysoki stosunek
stezenia CO, w stosunku do O,, a to minimalizuje fotood-
dychanie. Szlak C, jest wykorzystywany u ok. 3% roélin na-
czyniowych, z czego najpopularniejsze to trzcina cukrowa
czy kukurydza. Roéliny C, obficiej wystepuja na obszarach,
ktoére sa gorace, rzadziej i mniej obficie na chtodnych ob-
szarach. Pozostate rosliny, ktére nie wyksztalcity opisanych
adaptacji do zminimalizowania fotooddychania nazywamy
wspomnianymi wyzej roélinami C,. Obok roslin C, i C, na-
lezy wymieni¢ rodliny wykorzystujace szlak CAM. Zamiast
rozdzielenia reakcji zaleznych od $wiatta od cyklu Calvina
w przestrzeni, rosliny CAM rozdzielajg te procesy w czasie.
Noca rosliny CAM otwieraja aparaty szparkowe, pozwala-
jac na dyfuzje CO, do wewnatrz lisci. CO, jest asymilowa-
ny do szczawiooctanu przez karboksylaze PEP, a nastepnie
przeksztalca sie do jablczanu lub innego kwasu organicz-
nego. Kwas ten jest przechowywany wewnatrz wakuoli do
nastepnego dnia. W $wietle dziennym, roéliny CAM nie
otwieraja aparatéw szparkowych, ale nadal moga przepro-
wadza¢ fotosynteze, a to dlatego, Ze kwasy organiczne sa
transportowane z wakuoli i uwalniaja CO,, ktéry wchodzi
w cykl Calvina. Takie kontrolowane uwalnianie utrzymuje
wysokie stezenie CO, wokét Rubisco, minimalizujgc fotood-
dychanie. Do tej grupy roslin naleza gléwnie sukulenty, ale
tez ananas czy niektére epifity [7]. W niniejszej pracy prze-
gladowej skupiliémy sie na biatkach zaangazowanych w
szeroko pojety proces biosyntezy Rubisco, umozliwiajacych
faldowanie jej podjednostek polipeptydowych, sktadanie
ich w aktywny biokatalizator, a nastepnie posredniczace w
umiejscowieniu go w komérkowym miejscu przeznaczenia.
Czytelnikéw zainteresowanych poszerzeniem wiedzy do-
tyczacej innych biatek oddziatujacych z Rubisco - aktywaz
usuwajacych jej naturalne inhibitory [8] oraz komplekséw
rozfaldowujacych i degradujacych ten biokatalizator [9]
- chcielibysmy odesta¢ do znakomitych, anglojezycznych
prac przegladowych zacytowanych w tej sekgji.

BUDOWA RUBISCO

Na chwile obecna ze wzgledu na réznice w strukturze
trzecio- i czwartorzedowej sklasyfikowano cztery formy Ru-
bisco. Najbardziej rozpowszechniona w przyrodzie jest for-
ma | wystepujaca u roslin, alg oraz cyjanobakterii. Ten typ
enzymu oraz oddzialujace z nim czynniki pomocnicze beda
réwniez gléwnym obiektem niniejszej pracy przegladowe;.
Fotosyntezujace bakterie beztlenowe oraz jednokomoérko-
we algi nalezace do grupy bruzdnic wytwarzaja znacznie
prostszy typ Il bialka, podczas gdy niektére archebakterie
posiadaja III forme enzymu (Ryc. 1B). W przypadku ostat-
niej grupy organizmoéw reakcja karboksylacji RuBP nie stu-
zy generowaniu biomasy, a raczej detoksykagji tego cukru,
bedacego produktem ubocznym metabolizmu kwaséw nu-
kleinowych [10]. Ostatnia, czwarta kategoria enzymoéw to
tak zwane biatka Rubisco-podobne (ang. Rubisco-like protein
- RLP), ktére mimo podobienistw strukturalnych, wykazuja
odrebng swoisto$¢ substratowq i biorg udziat w metaboli-
zmie zwiazkoéw siarkowych [11].

Za wyjatkiem RLP, niezaleznie od typu enzymu, Rubi-

sco pochodzace z réznych organizméw posiadaja wspolny
model centrum aktywnego. Podstawowa jednostka funk-
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cjonalng enzymu jest dimer duzych podjednostek (RbcL lub
CbbL; o masie czgsteczkowej ok. 55 kDa) usytuowanych an-
tyréwnolegle wzgledem siebie. Dwa symetryczne miejsca
wigzania substratu znajduja si¢ na pograniczu N-koricowej
domeny pierwszej z podjednostek oraz C-konicowej dome-
ny podjednostki drugiej. Z RuBP bezposrednio oddzialuja
tzw. petla 60-tek (od numeracji wchodzacych w jej sklad
reszt aminokwasowych) oraz petla 6 (od numeracji kolej-
nych petli w strukturze RbcL). Oba te elementy struktural-
ne s dodatkowo przejsciowo , przykrywane” przez labilny
C-koniec duzej podjednostki. Enolizacja substratu zachodzi
jedynie jesli centrum aktywne znajduje si¢ w stanie otwar-
tym, tzn. nie oddziatujagcym z C-koricem RbcL. Symulacje in
silico sugeruja, ze destabilizacja oddzialywania wspomnia-
nego C-konca z pozostalymi elementami strukturalnymi
miejsca aktywnego zwieksza prawdopodobieristwo kar-
boksylacji w stosunku do oksygenacji substratu [12]. Forma
I enzymu zlozona jest z czterech wczesniej wspomnianych
dimeréw duzych podjednostek rozmieszczonych wokét
centralnej osi enzymu. Z taka oktameryczna struktura do-
datkowo oddziatuje osiem matych podjednostek (RbcS lub
CbbS; o masie czasteczkowej ok. 12-15 kDa) umiejscowio-
nych pomiedzy dimerami RbcL w ich apikalnych fragmen-
tach. Mimo, ze mate podjednostki nie tworza znaczacych
kontaktéw z miejscem aktywnym i nie biorg bezposrednie-
go udziatu w reakgji, ich funkcja wydaje sie by¢ kluczowa ze
wzgledu na stabilizacje struktury catego holoenzymu [13].
Oktameryczny rdzen sinicowego Rubisco pochodzacego z
Synechococcus elongatus PCC6301 pozbawiony matych pod-
jednostek katalizuje reakcje karboksylacji substratu z szyb-
koscia odpowiadajaca jedynie kilku procentom tej obserwo-
wanej dla natywnego enzymu [14].

Stosunkowo duza iloé¢ elementéw labilnych wymaga-
nych do zajécia katalizy oraz ogoélny stopiert zlozonosci
enzymu skorelowane sg ze stopniem komplikacji procesu
jego skladania w funkcjonalny biokatalizator. Proces ten jest
wielostopniowy i wymaga uczestnictwa $cisle wyspecjali-
zowanych czynnikéw pomocniczych zaliczanych do klasy
tzw. chaperonéw skfadania.

BIALKA CHAPERONOWE W PROCESIE
BIOSYNTEZY BATERYJNE] RUBISCO

Ogolnie przyjete jest, ze informacja o strukturze II- i
llI-rzedowej bialka zakodowana jest w jego strukturze I-
-rzedowej, tj. sekwencji aminokwasowej. Proces formowa-
nia przez polipeptyd natywnej struktury rzadko zachodzi
jednak samoczynnie. Ze wzgledu na wysokie stezenie ma-
kromolekut w cytozolu i $wietle organelli komérkowych,
siegajace kilkuset mg/ml, faricuchy polipeptydowe powsta-
jace na rybosomie oddziatuja ze soba niespecyficznie two-
rzac niefunkcjonalne formy posrednie fatdowania wykazu-
jace duza tendencje do agregacji. Aby taricuch peptydowy
uzyskal poprawng, tréjwymiarowa strukture czesto musi
on by¢ wspomagany przez szereg czynnikéw nazwanych
biatkami opiekuriczymi lub chaperonowymi. Faldowany
peptyd przechodzi przez scidle uporzadkowana sekwencje
oddzialywan z kolejnymi grupami bialek opiekurczych,
rozpoczynajac od tych zasocjowanych z rybosomem, np.
czynnik TF (ang. trigger factor - czynnik uwalniajacy), po-
przez wolne czynniki oddziatujace z fragmentami bogatymi
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Rycina 2. Przebieg biosyntezy Rubisco. Schemat obejmuje procesy zachodzace od momentu uzyskania przez przedstawione bialka struktury III-rzedowej do formowa-
nia kompleksu lokalizujacego Rubisco w komérkowym miejscu przeznaczenia - karboksysomie lub pyrenoidzie. W srodkowej czesci ryciny zobrazowano mechanizmy
wspdlne dla prokariotycznych i eukariotycznych organizméw fotosyntezujacych. W gérnej i dolnej czesci rysunku przedstawione zostaly procesy charakterystyczne

odpowiednio dla prokarionta i eukarionta.

w aminokwasy hydrofobowe (DnaK/DnaJ), chronigcymi je
przed niespecyficzna agregacja, po chaperoniny (np. Gro-
EL/GroES). Ostatnia grupa biatek réwnoczes$nie zapewnia
odizolowane $rodowisko do faldowania, jak i aktywnie
zmienia strukture wiazanego substratu [15]. W przypadku
bialek zawierajacych wiecej niz jeden taricuch polipeptydo-
wy do zapewnienia odpowiedniej oligomeryzacji moze by¢
wymagana dodatkowa grupa biatek opiekuniczych, zwana
chaperonami skladania.

W przeciwienistwie do matej podjednostki Rubisco, ktéra
ulega samoczynnemu, spontanicznemu faldowaniu, duza
podjednostka jest obligatoryjnym substratem biatek cha-
peronowych (Ryc. 2). Heterologiczna ekspresja sinicowego
Rubisco w komérkach E. coli wykazala, ze w fatdowanie du-
zej podjednostki zaangazowane sa klasyczne chaperony z
rodziny DnaJ/DnaK/GrpE [16]. Jak dotychczas nie zostaty
jednak zidentyfikowane zadne wyspecjalizowane, sinicowe
czynniki z tych rodzin oddzialujace wylacznie ze wspo-
mnianym polipeptydem. Finalna faza faldowania sinicowej
RbcL zachodzi we wnetrzu chaperoniny [17]. Biatko to skia-
da sie z siedmiu duzych podjednostek GroEL, tworzacych
strukture o ksztalcie i funkcji klatki oraz siedmiu matych
podjednostek GroES, formujacych heptameryczng pokry-
we na rdzen utworzony z GroEL [18]. Chaperoniny nie sa
biatkami o wysokiej specyficznosci substratowej, ale sa w
stanie faldowa¢ jedynie substraty mieszczace sie w hepta-
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merycznej klatce, tzn. takie ktérych masa czasteczkowa nie
przekracza ok. 60 kDa [19]. Podstawa oddziatywania GroEL
z niepoprawnie sfatdowanymi peptydami jest rozpoznawa-
nie ich hydrofobowych fragmentéw przez apikalng subdo-
mene tej podjednostki chaperoniny. Wigzanie substratu po-
cigga za soba kolejno przytaczenie ATP, zmiany w konfor-
macji duzych podjednostek GroEL, powodujace ich optasz-
czenie wokot faldowanego biatka, a nastepnie przytaczenie
pokrywy zbudowanej z GroES. Ostatni z etapéw skiadania
kompleksu chaperonina/substrat prowadzi do sekwencyj-
nej hydrolizy ATP zwigzanego do kolejnych jednostek Gro-
EL do ADP. Wolna hydroliza ATP reguluje ilo$¢ czasu spe-
dzonego przez substrat we wnetrzu chaperoniny, pozwa-
lajac mu na ukoriczenie procesu faldowania, ale réwniez
zmienia biofizyczne wlasciwosci jej wnetrza. Hydrofobowe
powierzchnie oddzialujace z polipeptydem ulegaja rotacji,
a eksponowane w jej wyniku polarne elementy strukturalne
wymuszaja reorganizacje wigzanego substratu. Hydroliza
ostatniej czasteczki ATP powoduje rozluzZnienie struktu-
ry chaperoniny i uwolnienie substratu, ktéry osigga swoja
strukture natywna lub w przypadku niecatkowitego prze-
biegu procesu fatldowania i obecnosci na jego powierzchni
skupisk aminokwaséw hydrofobowych, asocjuje z kolejna
czgsteczka GroEL i wkracza w kolejny cykl fatdowania [20].

Ze wzgledu na silnie hydrofobowg powierzchnie kontak-
tu miedzy monomerami RbcL wchodzacymi w sktad dime-

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/



ru, a takze obecnoé¢ labilnych elementéw strukturalnych, ;.
petla 60-tek czy C-koricowy peptyd, nawet po faldowaniu
biatko to rozpoznawane jest jako substrat dla chaperoniny.
Dimeryzacja tego polipeptydu uwarunkowana jest glow-
nie przez oddzialywania hydrofobowe, a wzajemna orien-
tacja monomeréw kierowana jest wylacznie za pomoca
dwoch symetrycznie rozmieszczonych mostkéw solnych.
Bez udziatu czynnikéw trzecich powierzchnie styku mono-
meréw RbcL wykazuja tendencje do nieswoistej agregacji
i precypitacji niefunkcjonalnych form posrednich procesu
biosyntezy [21]. Do wejscia na szlak oligomeryzacji i osia-
gniecia poprawnej struktury IV-rzedowej RbcL wymaga
pomocy niewielkiego chaperonu sktadania - RbcX. Biatko
to jest dimerem, ktérego struktura IV-rzedowa przypomina
bumerang, a masa jego pojedynczego monomeru wynosi
12-15 kDa. Centralnie usytuowana kieszen tego czynnika
oddzialuje z aromatycznymi aminokwasami C-korficowego
peptydu RbcL. Interakcja ta moze zachodzi¢ nawet w sy-
tuacji, gdy RbcL fatdowany jest we wnetrzu chaperoniny,
a sam labilny C-koficowy peptyd wystaje poza jej wnetrze
[22]. Kompleks RbcL/RbcX, ze wzgledu na swoja wielkosé
przekraczajaca pojemnosé wewnetrznej komory chaperoni-
ny nie wchodzi w ponowny szlak fatdowania. Po opuszcze-
niu GroEL przez duza podjednostke Rubisco zwiazany do
niej RbcX formuje dodatkowo sie¢ stabych oddzialywan z
petla 6 wigzanego monomeru RbcL. Taka orientacja RbcX
eksponuje jego wierzcholkowy region, ktéry tworzy szereg
polarnych kontaktéw z przeciwleglym monomerem RbcL,
zapewniajac dodatkowy punkt odniesienia, wymagany
dla poprawnej dimeryzacji RbcL [21]. W warunkach in vi-
tro dalsze etapy skladania Rubisco, tzn. tworzenie oktame-
rycznego rdzenia z dimeréw RbcL oraz przytaczanie ma-
tych podjednostek, zachodzg samoczynnie [23]. Doniesienia
literaturowe sugeruja jednak, ze funkcja RbcX moze by¢
zastgpiona i rozszerzona przez inny czynnik - Rafl (ang.
Rubisco acumulation factor 1 - czynnik akumulacji Rubisco),
[24,25]. Podobnie jak RbcX biatko to jest dimerem, ale ani
jego struktura Ill-rzedowa ani swoisto$¢ do okreslonych re-
gionoéw na powierzchni RbcL nie koreluja z wiasciwosciami
poprzednio omawianego biatka chaperonowego. N-korico-
wa, a-helikalna domena Rafl oddziatuje z regionem RbcL,
do ktérego w dalszych etapach biosyntezy przylaczane sa
male podjednostki. C-koricowa domena tego biatka boga-
ta w struktury p odpowiada za jego dimeryzacje, ale réw-
niez za szereg dodatkowych funkcjonalnych oddziatywan
z RbcL. Struktura kompleksu Rafl/RbcL sugeruje, ze ten
czynnik opiekunczy przez oddzialywanie z réwnikowa
plaszczyzna duzych podjednostek Rubisco moze réwnocze-
$nie promowac dimeryzacje RbcL, jak i skladanie dimeréw
RbcL, w oktamer. Ponadto kwasowe reszty aminokwasowe
z konserwatywnego C-korica Rafl - oddzialuja z tzw. petla
60-tek RbcL, stabilizujac ten element strukturalny.

Nie jest do korica jasne, czy Rafl jest w stanie funkcjonal-
nie zastgpi¢ RbcX in vivo. Jedyna udana delecja rbcX w sini-
cy zostata dokonana dla Synechococcus elongatus PCC 7942
[26]. Wraz ze swoim blisko spokrewnionym szczepem Sy-
nechococcus PCC 6301 [27] sa one jedynymi sinicami, u kto-
rych synteza Rubisco wydaje sie by¢ przynajmniej czescio-
wo niezalezna od chaperonéw skladania. Zgodnie z prze-
widywaniami, mutacja ta nie wplyneta ani na akumulacje
Rubisco w tym organizmie ani na jego wzrost. Delecja rafl
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zostala dokonana jak dotad w dwoch modelowych sinicach
- wczesniej wspomnianej Synechococcus elongatus PCC 7942
[28] oraz Synechocystis sp. PCC 6803 [29]. O ile mutacja ta nie
miala wplywu na wzrost i akumulacje Rubisco w ostatnim
z tych organizméw, to negatywnie wplywala na te proce-
sy w przypadku pierwszego z nich. Doktadniejsze badania
wykazaly jednak, Ze przyczyna zaburzen fizjologicznych
wywolanych ta mutacja nie byla powiazana z biosynteza
Rubisco, a raczej z kontrola jakosci tego procesu i dalszym
kierowaniem tego enzymu do karboksysomow.

FUNKCJA SINICOWYCH CHAPERONOW RUBISCO
W BIOGENEZIE KARBOKSYSOWMOW

Poniewaz dwutlenek wegla jest latwo rozpuszczalny
w kwasach tluszczowych, wykazuje on tendencje do dy-
socjacji przez btony. W zwiazku z tym czeé¢ organizméw
fotosyntetyzujacych wyksztalcila szereg mechanizméw po-
legajacych na przeksztatcaniu CO, do jonu weglanowego,
ktéry w przeciwienistwie do swojego odpowiednika nie dy-
funduje przez dwuwarstwe lipidowa. HCO, jest nastepnie
ponownie przeksztalcany do gazowego dwutlenku wegla
przez anhydraze weglanowa [30]. Przeprowadzenie ostat-
niego z proceséw w odizolowanej przestrzeni w poblizu
Rubisco umozliwia lokalne zageszczenie tego substratu i
w efekcie zwiekszenie preferencji do katalizowania przez
nig karboksylacji w stosunku do oksygenagcji. Sinice na dro-
dze ewolucji wyksztalcily karboksysomy - nieoblonione
struktury subkomoérkowe, zapewniajace odizolowane &ro-
dowisko dla Rubisco i anhydrazy weglanowej. Karboksy-
somy dzieli si¢ na klasy a i B, sposréd ktérych druga zo-
stala lepiej poznana i scharakteryzowana. a-karboksysomy
wyewoluowaly w a-proteobakteriach, a nastepnie na
drodze transferu genetycznego, zostaly przeniesione do
morskich a-cyjanobakterii. Ten typ mikrokompartmentu
zawiera forme 1A Rubisco. B-karboskysomy wystepuja u
B-cyjanobakterii i na drodze analogii zawieraja podtyp 1B
Rubisco [5,31]. Niezaleznie od typu karboksysomy charak-
teryzuja sie podobna budowa. Wnetrze karboksysomoéw,
zawierajace gesto upakowane Rubisco oraz anhydraze we-
glanowa, otoczone jest bialkowa otoczka przypominajaca
struktura kapsyd bakteriofaga. Ikosaedryczny ksztatt nada-
wany im jest przez wzajemnie uzupelniajace si¢ heksame-
ryczne oraz pentameryczne pierscienie formowane przez
biatka nalezgce do rodzin CsoS w przypadku formy a [32]
oraz Ccm [33] w przypadku formy P karboksysomu. Pro-
ces syntezy karboksysomu, tzn. kondensacji Rubisco oraz
otaczania skumulowanego tadunku biatkowa powloka, r6z-
ni sie w zaleznosci od typu mikrokompartmentu (Ryc. 3).
Jednakze w obu przypadkach za kontrole jakosci Rubisco
oraz Iaczenie go z bialkowq otoczka odpowiadaja wyspecja-
lizowane czynniki. W przypadku formy a proces sktadania
powloki mikrokompartmentu i jego rdzenia zawierajacego
Rubisco zachodza symultanicznie [34]. Gléwnym czynni-
kiem odpowiedzialnym za synchronizacje tych proceséw
jest CsoS2. Polipeptyd ten zalicza sie do grupy biatek pozba-
wionych struktury IlI-rzedowej. C-koricowy motyw CsoS2
asocjuje z czeSciowo zsyntezowana $ciang karboksysomu.
N-koricowe powtérzenia odpowiadajg za oddziatywanie z
Rubisco, sieciujgc ten enzym zaréwno z powtoka quasi-or-
ganellum, jak i z innymi jego czasteczkami. Poszczegodlne
czlony zlozone z czesciowo uformowanej Sciany karboksy-
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Rycina 3. Rola Rubisco w biogenezie i funkcjonowaniu sinicowych karboksysoméw. (A) Réznice w biogenezie a- i f-karboksysoméw. Biogeneza karboksysomow jest
Scisle powigzana ze skladaniem Rubisco, enzym stanowi swoiste rusztowanie dla bialek otoczki zewnetrznej tych kompartmentéw. Powstawanie a-karboksysoméw od-
bydwa sie rownolegle do sktadania holoenzymu i mozliwe jest oddzialywanie biatek strukturalnych tego typu karboksysomu juz z wczesnymi produktami posrednimi
sktadania. Konsekwencja jest bardziej rozdzielony przestrzennie wzorzec formowania si¢ kompartmentu. W przypadku B-karboksysomow biatka otoczki zewnetrznej sa
ograniczone do oddziatywania wylgcznie z kompletnie poskladanym holoenzymem (RbcL RbcS,). Skutkuje to skupionym i etapowym procesem biogenezy. (B) Uprosz-
czony schemat mechanizmu zageszczania dwutlenku wegla opartego na karboksysomie. Miejscowe zageszczenie dwutlenku wegla w karboksysomie na skutek selektyw-
nej bariery jaka stanowi ten kompartment pozwala sinicom na korzystanie z bardziej efektywnych katalitycznie, wzgledem CO,, wersji Rubisco.

somu oraz zasocjowanego Rubisco sa w stanie formowac
dojrzala superstrukture. Poszczegélne fragmenty CsoS2
oddzialuja z fragmentami powierzchni Rubisco usytuowa-
nymi zaréwno na RbcL, jak i RbcS. Poniewaz interakgje te
maja wylacznie staby charakter wigzarn jonowych (K, poje-
dynczych oddzialywarn w skali 1 mM), mocne oddziatywa-
nie (K, ok. 100 nM) moze mie¢ miejsce jedynie z dojrzatym
holoenzymem, a nie intermediatami posrednimi jego bio-
syntezy. Zapobiega to pakowaniu niefunkcjonalnych form
enzymu do wnetrza kompartmentu [35]. W przeciwien-
stwie do a-karboksysoméw ich odpowiedniki z rodziny
B syntezowane sa sekwencyjnie [36]. Rdzen struktury za-
wierajacy Rubisco formowany jest w pierwszej kolejnosci,
a nastepnie rekrutowana jest do niego biatkowa powloka.
W obu procesach uczestniczy biatko CcmM. Jego krotsza
forma, o masie czasteczkowej ok. 35 kDa, zbudowana jest z
trzykrotnie powtoérzonej domeny przypominajacej struktu-
ralnie RbcS. Wbrew wstepnym przewidywaniom wynikaja-
cym z tego podobieristwa, motyw ten nie oddziatuje jednak
z Rubisco na zasadzie konkurencji z mala podjednostka.
Miejsce jego wiazania z holoenzymem znajduje sie w plasz-
czyznie réwnikowej duzych podjednostek i pokrywa sie z
miejscem oddzialywania z poprzednio opisanym czynni-
kiem - Rafl. Wigzanie sie pojedynczych domen CemM do
odrebnych czasteczek Rubisco powoduje ich sieciowanie
i wyodrebnienie z cytozolu na zasadzie separacji faz cie-
klych. Za inicjacje tworzenia ikosaedrycznej otoczki odpo-
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wiada wyspecjalizowana, diuzsza (o masie czasteczkowej
58 kDa) forma CcmM, ktéra oprécz trzech domen RbcS-po-
dobnych zawiera réwniez N-koricowa domene podobna do
anhydrazy weglanowej. Wspomniany dodatkowy element
strukturalny oddzialuje z CcmN - biatkiem odpowiedzial-
nym za rekrutacje zsieciowanego Rubisco do heksamerycz-
nych $cian karboksysomu [37,38]. Mechanizmem warunku-
jacym , kontrole jakosci” Rubisco w przypadku biosyntezy
B-karboksysomoéw jest konkurencja miedzy Rafl a CcmM
0 miejsce wigzania sie¢ na RbcL. Rafl wykazuje wysokie
powinowactwo do dimeru RbcL, oktamerycznego rdzenia
enzymu - RbcL, oraz péznych intermediatow posrednich
biosyntezy zawierajacych niepeina liczbe matych podjedno-
stek (np. RbcL,RbcS,). Jego dysocjacja od Rubisco, wyma-
gana do wigzania sie CcmM, nastepuje dopiero w wyniku
catkowitego obsadzenia rdzenia RbcL, oSmioma matymi
podjednostkami [28].

BIOSYNTEZA EUKARIOTYCZNE]J RUBISCO

Fotosyntetyczne organizmy eukariotyczne przeprowa-
dzajg proces akumulacji dwutlenku wegla w wyspecjalizo-
wanym organellum - chloroplaécie. Eukariotyczna Rubisco
w stosunku do swoich prokariotycznych odpowiednikéw
jest enzymem bardziej wybiérczym w stosunku do dwu-
tlenku wegla, ale wolniej przeprowadzajacym reakcje kar-
boksylacji [39]. Ewolucja enzymu pociagneta za soba ko-
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-ewolucje wyspecjalizowanych czynnikéw uczestniczacych
w jego biosyntezie, ale réwniez wprowadzita szereg zmian
w tym procesie.

Synteza podjednostek eukariotycznej Rubisco jest roz-
dzielona przestrzennie. Podczas, gdy RbcL kodowana jest
przez gen chloroplastowy rodzina genéw rbcS lokalizuje
si¢ jadrowo [40]. Lanicuch polipeptydowy RbcS syntezo-
wany jest wobec tego w formie rozfatdowanej w cytozolu,
a nastepnie zostaje przeniesiony przez kompleks Tic/Toc
do stromy chloroplastu [41]. Po przekroczeniu blony chlo-
roplastu odcinana jest jego sekwencja sygnalna, a dojrzate
biatko jest prawdopodobnie wiazane przez eukariotyczny
czynnik Raf2. Struktura Raf2 przypomina dehydrataze kar-
binolaminypteryny, ale nie zawiera reszt kluczowych do
katalizy reakcji przeprowadzanej przez ten enzym [42]. Nie
do korica jest jednak jasna jego rola w procesie biosyntezy
Rubisco. Mutant kukurydzy pozbawiony genu raf2 wyka-
zywal ograniczona akumulacje Rubisco [43]. Analogiczna
mutacja w Arabidopsis thaliana prowadzita do zmniejszonej
produkcji RbcS [44]. Poniewaz zademonstrowano oddziaty-
wanie tego czynnika zaréwno z duza, jak i malg podjednost-
ka Rubisco, mozliwym jest, Ze uczestniczy on w procesie
przyltaczania RbcS do oktamerycznego rdzenia RbcL,, ktory
w przeciwienstwie do swojego odpowiednika u fotosytezu-
jacych prokariotéw moze nie zachodzi¢ spontanicznie [45].
Rozdzial przestrzenny syntezy RbcL i RbcS pocigga za soba
potrzebe synchronizacji tych proceséw w celu zapewnienia
stechiometrycznych ilosci tych czynnikéw podczas formo-
wania holoenzymu. Zaréwno w tytoniu, jak i Chlamydomo-
nas pozbawionych genu rbcS obserwowano zaburzenia w
produkgji duzej podjednostki [46,47]. Sam mechanizm, be-
dacy podstawa tego zjawiska, uzalezniajacy translacje RbcL
od stanu sktadania Rubisco zostal niedawno opisany i zo-
stanie oméwiony w dalszej czesci tej sekgji.

Duza podjednostka Rubisco syntezowana w stromie
chloroplastu podlega szeregom proceséw analogicznych
do tych zachodzacych w cytozolu sinic. Sugeruje sie, ze
uwolniony z rybosomu RbcL moze oddzialywa¢ z chloro-
plastowymi chaperonami HSP70B/CDJs/CGE1 [48], ktore
sq homologami odpowiednio DnaK, DnaJ i czynnika wy-
miany nukleotydéw wspélpracujacego z tym tandemem
- GrpE. Poniewaz jednak nie ma bezposrednich dowodéw
in vivo na takie oddzialywanie, mozliwym jest réwniez, ze
po translacji RbcL, polipeptyd ten moze by¢ bezposrednio
wylapywany przez chloroplastowa chaperonine z pomi-
nieciem czynnikéw posrednich. Badania przeprowadzone
na Chlamydomonas sugeruja, Ze synteza enzymu moze by¢
regulowana na do$¢ wczesnym etapie przez czeSciowo sfal-
dowany taficuch RbcL. W przypadku zaburzenia dalszego
procesu jego skladania, tzn. dimeryzacji, jego N-koricowa
domena strukturalnie przypominajaca ferredoksyne wiaze
wlasne mRNA hamujac tym samych proces elongaciji trans-
lacji [49,50].

Ogolny schemat procesu faldowania RbcL wewnatrz
chloroplastowej chaperoniny Cpn przypomina analogiczny
mechanizm zachodzacy z udziatem prokariotycznego bial-
ka GroEL. Sama budowa chaperoniny jest jednak znacznie
bardziej skomplikowana. W celu zapewnienia optymalnego
§rodowiska faldowania szerokiej puli substratéw o zréz-
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nicowanej swoistoéci do apikalnego rejonu chaperoniny,
zaréwno jej duza (Cpn60) jak i mate podjednostki (Cpnl0,
Cpn20, Cpn23) wystepuja w kilku formach [51]. Pokazano,
ze podjednostka Cpn60a wykazuje najwyzsze powinowac-
two do RbcL [52], ale samodzielnie nie jest w stanie tworzy¢
heptamerycznych oligomeréw w przeciwienistwie do pod-
jednostki Cpn60p [53]. Niedawno wykazano réwniez, ze
funkcjonalng chloroplastowa forma chaperoniny jest hete-
rooligomer Cpn60ap132 oddzialujacy z, réwniez heterooli-
gomerycznym, kompleksem Cpnl0/Cpn20/Cpn23. Ogol-
na struktura i rozmiar tego kompleksu przypominajg wia-
Sciwosciami GroEL/GroES, ale potencjalnie asymetryczne
rozmieszczenie powierzchniowego potencjatu elektrosta-
tycznego zapewnia elastycznosé adaptacyjna w stosunku
do réznych substratow [54].

W 2017 roku opublikowano wyniki udanego ekspery-
mentu produkcji roslinnej Rubisco w komérkach E. coli.
Do skutecznego zajécia procesu, oprocz biatek struktural-
nych - RbcLi RbcS, wymagany byl udzial chloroplastowej
chaperoniny oraz czterech chaperonéw skladania - RbcX,
Rafl, Raf2 oraz Bsd2 (ang. Bundle sheath defective - czynnik
wigzki przewodzacej). O ile Rafl, Raf2 i Bsd2 wydaja sie by¢
niezbedne w tym procesie, RbcX jako jedyny byt pomijalny,
przynajmniej w warunkach in vitro [45]. W przeciwienstwie
do sinic, gdzie gen rbcX obecny jest tylko w jednej kopii, zlo-
kalizowanej zwykle w operonie miedzy genami rbcL i rbcS,
roéliny wyzsze czesto zawieraja dwie lub wiecej wersji tego
genu [55]. Mimo, Ze roélinne i sinicowe RbcX dziela miedzy
soba jedynie ok. 20% podobieristwa sekwencji aminokwa-
sowej, wykazuja bardzo zblizona strukture III- i IV-rzedo-
wa oraz powinowactwo do C-konicowego fragmentu RbcL
[56,57]. Pomimo, Ze rodlinne geny rbcX ulegaja transkrypcji,
ktoéra czesto zalezna jest od zmiany czynnikéw srodowisko-
wych [55], nie ma bezposredniego dowodu na uczestnictwo
produktéw ich translacji w procesie biosyntezy roslinnej
Rubisco in vivo. Biatka te nigdy nie zostaly zidentyfikowa-
ne jako element roslinnego proteomu. Geny je kodujace nie
zostaly rowniez wskazane jako niezbedne w procesie aku-
mulacji Rubisco w bibliotece mutantéw fotosyntetycznych
kukurydzy [58].

Prokariotyczne i eukariotyczne biatka Rafl wydaja sie
pelni¢ zblizong funkcje w procesie biosyntezy Rubisco. Po-
mimo duzych podobienistw strukturalnych do sinicowego
odpowiednika, rodlinny Rafl nie posiada w obrebie swoje-
go C-korica substruktury odpowiedzialnej za oddzialywa-
nie z petla 60-tek RbcL [24]. Motyw ten zostal zastapiony
funkcjonalnie przez unikalne dla roélin biatko Bsd2, ktore
zostanie oméwione w kolejnym akapicie. Ostatnie badania
wskazuja, ze u Chlamydomonas Rafl moze uczestniczy¢ w
mechanizmie kontroli jakosci skladania holoenzymu, jak-
kolwiek w innym celu niz jego sinicowy odpowiednik. Pod
nieobecnosé RbeS kompleks RbcL,/Rafl oddziatuje bezpo-
$rednio lub posrednio z 5-koricowym fragmentem mRNA
rbcL, ktéry nie ulega translacji. Interakcja ta zapobiega ini-
gjacji translacji rbcL, umozliwiajac synchronizacje ilosci
RbcL i RbcS wchodzacych w sklad dojrzatych enzymow
[59]. Podobnie jak rbcX, roslinny rafl moze wystepowaé w
kilku wersjach [60]. Przyczyna takiej redundancji jest jak do-
tad nieznana.
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Ostatnim z czynnikéw niezbednych do biosyntezy eu-
kariotycznej Rubisco jest Bsd2. Bialko to ma mase czastecz-
kowa 8-10 kDa i jest monomerem o wydtuzonej struktu-
rze zawierajacym motyw palca cynkowego. Zostalo ono
zidentyfikowane w kukurydzy pod koniec lat 90-tych XX
wieku jako czynnik odpowiedzialny za poprawna morfo-
logie chloroplastéw wigzki przewodzacej roslin C, [61].
Poczatkowe ustalenia sugerowaly, ze biatko to oddzialuje
na wczesnym etapie potranslacyjnym z cze$ciowo rozfal-
dowanym faricuchem RbcL [62], jednakze ostatnie badania
wskazuja na jego odmienna funkcje i mechanizm dziatania.
Osiem kopii Bsd2 wiaze sie do oktameru RbcL na ostatnim
etapie biosyntezy Rubisco. Pojedyncza czasteczka tego biat-
ka chaperonowego faczy dwa monomery RbcL w dimerze
RbcL, oddzialujagc réwnoczeénie z N-koricowa domeng
pierwszej czasteczki duzej podjednostki Rubisco i C-kon-
cowa domeng czasteczki przeciwlegtej, w sposéb podobny
do interakcji miedzy RbcL a RbcX. Elementy strukturalne
Bsd2 tworza kontakty zaréwno z petla 60-tek jak i petla 6
RbcL utrzymujac centrum aktywne w formie otwartej i za-
pobiegajac faczeniu sie substratu do momentu zakoniczenia
procesu biosyntezy [45]. Oproécz pelnienia funkcji w skiada-
niu Rubisco Bsd2 wydaje sie odpowiadac za utrzymanie ho-
loenzymu w formie aktywnej [63]. Reaktywne formy tlenu
bedace efektem ubocznym jasnej fazy fotosyntezy prowa-
dza do szeregu zdarzen rozpoczynajacych sie od oksydacji
Rubisco, a koniczacych na proteolitycznej degradacji tego
enzymu. W obecnosci niskoczasteczkowego reduktora, tj.
glutation lub NADPH, Bsd2 wykazuje zdolnos$¢ do reduk-
¢ji swoich mostkéw disiarczkowych. Zakumulowany w ten
spos6b potencjal redukcyjny moze by¢ uzyty do odwroce-
nia skutkéw oksydacji Rubisco, prowadzac do reaktywacji
jej zdolnosci katalitycznych. O ile rola Bsd2 u roslin C, wy-
daje sie by¢ ograniczona do syntezy Rubisco [64], u roslin
C, biatko to wydaje sie petni¢ dodatkowa funkcje w regu-
lacji funkgji chloroplastu. W linii kukurydzy pozbawionej
genu bsd2 chloroplasty mezofilu, ktére w przeciwienstwie
do analogicznych organelli w wiazce przewodzacej nie ku-
muluja Rubisco, wykazywaly nizsza zdolnos¢ do podziatu i
zaburzong morfologie bton tylakoidowych [65].

Wsréd eukariotycznych organizmoéw fotosyntezujacych
algi i nalezace do mszakéw glewiki posiadaja w chloropla-
Scie wyspecjalizowana strukture - pyrenoid. Dotychcza-
sowa wiedza o tym kompartmencie komérkowym oparta
jest wylacznie na badaniach przeprowadzonych z uzyciem
Chlamydomonas i wymaga poszerzenia na inne organizmy,
ktére pomimo posiadania tej struktury nie maja homologéw
bialek odpowiedzialnych za jej formowanie i funkcjonowa-
nie u tej algi [6]. Podobnie jak sinicowe karboksysomy, py-
renoid nie stanowi osobnego organellum, a jedynie wydzie-
long przestrzen w obrebie stromy. Jego funkcja jest rowniez
zblizona do sinicowych kompartmentow, jako ze stuzy on
lokalnemu zageszczaniu dwutlenku wegla w poblizu Ru-
bisco. Pyrenoid otoczony jest luzna powloka zbudowana
z warstw skrobii i poprzetykany jest tubulami bedacymi
odnogami bton tylakoidowych. Podejrzewa sie, ze tubule
odpowiadajg za transport metabolitow, takich jak np. RuBP
czy kwas 3-fosfoglicerynowy [66], a takze stanowia &ro-
dowisko reakgji dla anhydrazy weglanowej CAH3 [67]. W
efekcie dehydratacji HCO, przeprowadzanej przez ten en-
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zym w lumen tylakoidu powstaty CO, dyfunduje przez bto-
ne do wnetrza fazy wodnej pyrenoidu. Otoczka zbudowana
ze skrobii nie wydaje si¢ by¢ niezbedna do utrzymania mor-
fologii kompartmentu, ale stanowi bariere zapobiegajaca
ucieczce dwutlenku wegla i bioraca udziat w jego zagesz-
czaniu [68]. Wnetrze pyrenoidu wypelnione jest gléwnie
przez Rubisco oraz czynnik EPYC1. Biatko to, podobnie jak
sinicowe CsoS2, nie posiada struktury Ill-rzedowej, a jedy-
nie pieciokrotnie powtérzony motyw strukturalny [69,70].
Motyw ten oddziatuje z helisami zlokalizowanymi w RbcS
przez szereg kontaktow o naturze elektrostatycznej i hydro-
fobowej. Oddziatywanie z kolejnymi czasteczkami Rubisco
umozliwia ich sieciowanie i oddzielenie tak powstatego su-
perkompleksu od stromy chloroplastu na zasadzie separacji
faz cieklych. Co ciekawe motyw wiazacy Rubisco wystepu-
jacy w EPYC1 jest réwniez obecny w transblonowym biatku
RBMP1/2 wystepujacym w pyrenoidowych tubulach, jak i
SAGA1/2 zlokalizowanym w powlokach zbudowanych ze
skrobii [71]. Umozliwia on wiec nie tylko sieciowanie ho-
loenzymu, ale tez zakotwiczanie go do strukturalnych ele-
mentéw kompartmentu.

WNIOSKI I PRZYSZYE PERSPEKTYWY

Od momentu rozwoju technik biologii molekularnej i in-
zynierii genetycznej w latach 90-tych XX wieku, oczywistym
kierunkiem badan nad Rubisco wydaje si¢ poprawienie jego
parametréw kinetycznych tj. szybkos¢ katalizy reakcji kar-
boksylacji i swoistoé¢ substratowa. Popularnym trendem
eksperymentéw staly sie préby uzyskania zwiekszonej
wydajnosci generacji biomasy przez roéliny uzyteczne w
rolnictwie. Usitowano do tego doj$¢ przez mutacje kluczo-
wych reszt aminokwasowych bazujace na enzymach pocho-
dzacych z odlegltych kladéw takich jak sinice czy czerwo-
ne algi, wykazujacych poprawione parametry w stosunku
do enzymoéw z rodlin wyzszych, jak i przenoszenie catych
gendéw, kodujacych takie enzymy do genomu potencjalnie
uzytecznego gospodarza [72-74]. Badania te zakorczyty
si¢ fiaskiem. Enzymy izolowane ze swojego naturalnego
kontekstu nie faldowaly i nie sktadaly sie poprawnie w ak-
tywny katalizator. Ponadto, metoda szybkiego testowania
mutantéw roslinnej Rubisco do niedawna byla niedostepna
ze wzgledu na nieznajomos¢ czynnikéw wymaganych do
zajScia jego biosyntezy w heterologicznym systemie ekspre-
syjnym. W zwiazku z tym kazdorazowy eksperyment testu-
jacy uzytecznos¢ nowego wariantu genetycznego Rubisco
wigzal sie z czasochlonng koniecznoscia generacji zmuto-
wanych linii roslinnych. Stosunkowo niedawno opracowa-
na zostala metoda testowania losowo generowanych mu-
tantéw sinicowej Rubisco pod katem poprawionych wtasci-
wodci kinetyczych. Wykazala ona réwnoczesénie, Ze zakres
podatnosci enzymu na zmiany ewolucyjnie jest limitowany
przez kompatybilnosé chaperonéw skladania [75]. W zwiaz-
ku z powyzszym, pewien zestaw mutacji, wliczajac réwniez
te, ktére mogtyby podnies¢ sprawnosé katalityczna holoen-
zymu, bedzie zapobiegat jego poprawnemu formowaniu w
naturalnym kontekscie fizjologicznym. Mimo, Ze w warun-
kach in vitro czynniki pochodzace z réznych organizméw
sa w stanie kompensowac sie funkcjonalnie, podobna za-
leznos¢ nie musi zachodzi¢ w warunkach fizjologicznych.
Przykladowo wykazano, ze Rafl z tytoniu nie jest w stanie
kompensowac syntezy Rubisco z Arabidopsis i vice versa, ale
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juz transformacja tytoniu zestawem genéw rbcL, rbcS i rafl
z Arabidopsis jest wystarczajaca do wydajnej produkeji Ru-
bisco rzodkiewnika w tym organizmie [76]. Wigekszos¢ cha-
peronéw skiadania Rubisco wydaje sie pelni¢ dodatkowe
funkcje. Zaréwno sinicowy RbcX, jak i Rafl, posrednicza w
biosyntezie karboksysomoéw [28,77], jakkolwiek rola pierw-
szego z czynnikéw w tym procesie nie zostala jak dotad
wyjasniona. U Chlamydomonas Rafl odpowiada za regulacje
stechiometrii podjednostek holoenzymu [59], a Bsd2 u ro-
§lin C, wydaje si¢ posredniczy¢ w poprawnym dojrzewaniu
chloroplastow mezofilu [65]. Zrozumienie mechanizméw
dzialania bialek uczestniczacych w szeroko pojmowanym
procesie biosyntezy Rubisco przyczynilo sie¢ do znacznego
postepu w pracach nad procesami usprawnienia produkcji
roélinnej biomasy. Nadekspresja niektérych czynnikéow w
roslinach transgenicznych skutkowata zwiekszeniem wy-
dajnosci fotosyntezy [63,78], a opracowanie metody ekspre-
sji eukariotycznego Rubisco w E. coli umozliwilo wstepna
selekcje mutantéw tytoniowego Rubisco o poprawionych
parametrach kinetycznych [79]. W ostatnich latach podjeto
tez pierwsze udane proby implementacji struktur stuzacych
do koncentracji dwutlenku wegla - karboksysoméw [80] i
pyrenoidu [81] - do chloroplastéw roslin wyzszych. Dalsze
badania sa jednak niezbedne w celu optymalizacji dzialania
tych potencjalnie korzystnych mechanizméw w obcym dla
nich kontekscie komérkowym.
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SUMMARY

Rubisco is an enzyme found in photosynthetic organisms, which catalyse the first step of biomass accumulation: the carbon dioxide incorpora-
tion to ribulose-1,5-bisphosphate. Because of Rubisco’s complicated, multimeric structure and a presence of many labile structural elements
the enzyme cannot assemble to its native quaternary structure by itself. This is why the folding and assembly process of Rubisco requires the
strictly organized operation of a number of auxiliary factors. Chaperone proteins take part in folding of holoenzyme subunits, subsequently
they mediate in subunit oligomerisation, and in some cases chaperone proteins direct subunits to their cellular destination such as the carbox-
ysomes or the pyrenoid. In addition to their canonical function of mediating Rubisco assembly, these chaperones are involved in additional
processes such as quality control of the biosynthetic process, and regulation of organelle physiology and cellular compartments.
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