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				Białka chaperonowe zaangażowane w proces biosyntezy Rubisco

			

		

		
			
				STRESZCZENIE

				Rubisco jest enzymem występującym u organizmów fotosyntetyzujących katalizującym pierwszy etap procesu akumulacji biomasy: przyłączenie dwutlenku węgla do cukru – rybulozo-1,5-bisfosforanu. Skomplikowana, multimeryczna budowa i obecność wielu la-bilnych elementów strukturalnych w tym białku, powodują że nie jest ono w stanie samo-dzielnie uzyskać swojej natywnej struktury czwartorzędowej i wymaga do tego celu ściśle zorganizowanego działania szeregu czynników pomocniczych. Wyspecjalizowane białka chaperonowe uczestniczą kolejno w fałdowaniu podjednostek holoenzymu, pośredniczą w ich stopniowej oligomeryzacji, a w niektórych przypadkach dodatkowo kierują do komór-kowego miejsca przeznaczenia, takiego jak karboksysomy, czy pyrenoid. Oprócz pełnienia swojej kanonicznej funkcji polegającej na pośredniczeniu w składaniu Rubisco, chaperony te zaangażowane są w dodatkowe procesy, takie jak kontrola jakości procesu biosyntezy czy regulacja fizjologii organelli i kompartmentów komórkowych.

				WPROWADZENIE

				Fotosynteza ze względu na rodzaj utylizowanej energii, dzieli się na tzw. „fazę jasną” oraz „fazę ciemną”. W pierwszej z nich światło słoneczne absor-bowane przez fotosystemy powoduje wzbudzenie elektronów, które następnie przekazywane są przez szereg białkowych oraz niebiałkowych czynników na fi-nalny akceptor – NADP, prowadząc do jego redukcji do NADPH+. Transportowi elektronów towarzyszy transfer protonów do wnętrza lumen tylakoidu, prowa-dząc do wytworzenia tzw. siły protonomotorycznej. Ta z kolei przekształcana jest w energię chemiczną pod postacią ATP przez chloroplastową syntazę ATP. Zarówno NADPH+, jak i ATP, stanowią potencjał redukcyjny, wykorzystywa-ny w procesach anabolicznych zachodzących w „fazie ciemnej” zwanej inaczej cyklem Calvina. Niedobór elektronów, będący efektem ich aktywacji i opusz-czania centrów fotosyntetycznych, rekompensowany jest częściowo przez elek-trony pochodzące z rozkładu wody. Proces ten, katalizowany jest przez centrum rozkładające wodę, będące peryferyjną podjednostką fotosystemu II. Prowadzi on również do uwolnienia protonów, przyczyniając się do akumulacji siły pro-tonomotorycznej, jak i wytworzenia tlenu. W „fazie ciemnej” fotosyntezy czą-steczka dwutlenku węgla wbudowywana jest w cukrowy akceptor, prowadząc do powstania związków organicznych, wykorzystywanych następnie w proce-sach anabolicznych i katabolicznych. Akceptor zużyty w trakcie procesu zosta-je odtworzony z wykorzystaniem energii związków potencjału redukcyjnego [1]. Pierwszą reakcję „fazy ciemnej” przeprowadza karboksylaza/oksygenaza rybulozo-1,5-bisfosforanu (Rubisco) [2]. Enzym ten katalizuje enolizację cukru – rybulozo-1,5-bisfosforanu (RuBP) przez niewielki gazowy substrat – CO2 lub O2 (Ryc. 1A). Produkt tej reakcji jest nietrwały i samoczynnie ulega dalszej degra-dacji, do dwóch cząsteczek kwasu 3-fosfoglicerynowego w przypadku enolizacji za pomocą CO2 lub do cząsteczki kwasu 3-fosfoglicerynowego i cząsteczki fosfo-glikolanu w przypadku enolizacji przy udziale O2. Jedynie pierwszy z tych pro-duktów – kwas 3-fosfoglicerynowy jest użyteczny metabolicznie dla komórki, podczas gdy drugi jest toksyczny i musi być utylizowany w procesie fotooddy-chania [3]. Reakcja karboksylacji RuBP jest jedynym ilościowo znaczącym proce-sem w przyrodzie umożliwiającym generację cząsteczek organicznych z materii nieorganicznej. Poprawienie właściwości Rubisco mające na celu zwiększenie szybkości katalizowanej reakcji karboksylacji, jak i zmniejszenie powinowactwa do tlenu, są więc jednym z głównych nurtów prac nad tym białkiem.

				Pierwsze prymitywne organizmy fotosyntetyczne przeprowadzały swoje procesy życiowe w okresie, kiedy atmosfera uboga była w tlen, a bogata w dwu-tlenek węgla. Wykształcenie centrum rozkładającego wodę doprowadziło do gwałtownego przyrostu biomasy, a co za tym idzie wzrostu tlenu w atmosferze do poziomu obecnego w procesie zwanym „katastrofą tlenową”, zapoczątko-wanym 2 miliardy lat temu. Rubisco wytwarzająca do tej pory jedynie produk-
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				ty karboksylacji RuBP musiała ewoluować w celu zmniej-szenia podatności substratu na oksygenację [4]. Zmiany w lokalnej substrukturze centrum aktywnego pociągnęły za sobą zwiększenie poziomu komplikacji budowy całego en-zymu. Wymusiły też ko-ewolucję czynników wymaganych do jego biosyntezy, umiejscowienia w odpowiednim środo-wisku komórkowym, a także utrzymania jego sprawności katalitycznej. Pojawienie się atmosfery tlenowej pociągnęło za sobą również wytworzenie mechanizmów zagęszczania dwutlenku węgla w pobliżu Rubisco, takich jak karbok-sysomy występujące u sinic [5], czy pyrenoid spotykany w chloroplastach jednokomórkowych alg oraz niektórych 

			

		

		
			
				mszaków [6]. Rośliny C4, takie jak kukurydza, czy trzcina cukrowa wykształciły biochemiczny, tzn. bazujący na reak-cjach chemicznych, a nie wyspecjalizowanych strukturach, mechanizm zagęszczania dwutlenku węgla. W przeciwień-stwie do roślin C3, gdzie atmosferyczny CO2 wbudowywa-ny w biomasę jest wyłącznie w cyklu Calvina, u roślin C4 proces ten przebiega dwuetapowo. W komórkach mezofilu liściowego CO2 jest asymilowany przez karboksylazę PEP w wyniku czego powstaje szczawiooctan redukowany następ-nie do jabłczanu. Ten trafia do pochwy okołowiązkowej, a następnie CO2 zostaje uwolniony z jabłczanu i włączony do cyklu Calvina. Fakt, że komórki mezofilu nieustannie pom-
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				Rycina 1. Funkcja i struktura Rubisco. (A) Schemat reakcji katalizowanej przez Rubisco. Rybulozo-1,5-bisfosforan (RuBP) ulega izomeryzacji do swojej formy enodiolowej. Ta z kolei ulega reakcji z gazowym dwutlenkiem wegla lub tlenem. Nietrwały intermediat, który nie został zaprezentowany na schemacie hydrolizowany jest następnie do dwóch cząsteczek kwasu 3-fosfoglicerynowego (3-PGA) w przypadku enolizacji dwutlenkiem węgla lub do pojedynczej cząsteczki 3-PGA i cząsteczki fosfoglikolanu (PG) w przypadku enolizacji z udziałem O2. Jedynie pierwszy z tych produktów jest użyteczny metabolicznie, podczas gdy drugi jako toksyczny musi ulec utylizacji. (B) Schematyczna prezentacja budowy form Rubisco występujących w przyrodzie. Duże podjednostki (RbcL) zostały zaprezentowane odcieniami czerwieni, podczas gdy małe (RbcS) zostały przedstawione na zielono. Do wygenerowania ryciny użyto programu PyMol (Schrödinger) i struktur zdeponowanych w bazie PDB pod kodami: 5rub (Schneider i in. 1990), 8ruc (Andersson i in. 1996) i 1geh (Kitano i in. 2001).
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				pują CO2 do komórek pochwy okołowiązkowej w postaci jabłczanu, powoduje że zawsze jest tam wysoki stosunek stezenia CO2 w stosunku do O2, a to minimalizuje fotood-dychanie. Szlak C4 jest wykorzystywany u ok. 3% roślin na-czyniowych, z czego najpopularniejsze to trzcina cukrowa czy kukurydza. Rośliny C4 obficiej występują na obszarach, które są gorące, rzadziej i mniej obficie na chłodnych ob-szarach. Pozostałe rośliny, które nie wykształciły opisanych adaptacji do zminimalizowania fotooddychania nazywamy wspomnianymi wyżej roślinami C3. Obok roślin C3 i C4 na-leży wymienić rośliny wykorzystujące szlak CAM. Zamiast rozdzielenia reakcji zależnych od światła od cyklu Calvina w przestrzeni, rośliny CAM rozdzielają te procesy w czasie. Nocą rośliny CAM otwierają aparaty szparkowe, pozwala-jąc na dyfuzję CO2 do wewnątrz liści. CO2 jest asymilowa-ny do szczawiooctanu przez karboksylazę PEP, a następnie przekształca się do jabłczanu lub innego kwasu organicz-nego. Kwas ten jest przechowywany wewnątrz wakuoli do następnego dnia. W świetle dziennym, rośliny CAM nie otwierają aparatów szparkowych, ale nadal mogą przepro-wadzać fotosyntezę, a to dlatego, że kwasy organiczne są transportowane z wakuoli i uwalniają CO2, który wchodzi w cykl Calvina. Takie kontrolowane uwalnianie utrzymuje wysokie stężenie CO2 wokół Rubisco, minimalizując fotood-dychanie. Do tej grupy roślin należą głównie sukulenty, ale też ananas czy niektóre epifity [7]. W niniejszej pracy prze-glądowej skupiliśmy się na białkach zaangażowanych w szeroko pojęty proces biosyntezy Rubisco, umożliwiających fałdowanie jej podjednostek polipeptydowych, składanie ich w aktywny biokatalizator, a następnie pośredniczące w umiejscowieniu go w komórkowym miejscu przeznaczenia. Czytelników zainteresowanych poszerzeniem wiedzy do-tyczącej innych białek oddziałujących z Rubisco – aktywaz usuwających jej naturalne inhibitory [8] oraz kompleksów rozfałdowujących i degradujących ten biokatalizator [9] – chcielibyśmy odesłać do znakomitych, anglojęzycznych prac przeglądowych zacytowanych w tej sekcji.

				BUDOWA RUBISCO

				Na chwilę obecną ze względu na różnice w strukturze trzecio- i czwartorzędowej sklasyfikowano cztery formy Ru-bisco. Najbardziej rozpowszechniona w przyrodzie jest for-ma I występująca u roślin, alg oraz cyjanobakterii. Ten typ enzymu oraz oddziałujące z nim czynniki pomocnicze będą również głównym obiektem niniejszej pracy przeglądowej. Fotosyntezujące bakterie beztlenowe oraz jednokomórko-we algi należące do grupy bruzdnic wytwarzają znacznie prostszy typ II białka, podczas gdy niektóre archebakterie posiadają III formę enzymu (Ryc. 1B). W przypadku ostat-niej grupy organizmów reakcja karboksylacji RuBP nie słu-ży generowaniu biomasy, a raczej detoksykacji tego cukru, będącego produktem ubocznym metabolizmu kwasów nu-kleinowych [10]. Ostatnia, czwarta kategoria enzymów to tak zwane białka Rubisco-podobne (ang. Rubisco-like protein – RLP), które mimo podobieństw strukturalnych, wykazują odrębną swoistość substratową i biorą udział w metaboli-zmie związków siarkowych [11].

				Za wyjątkiem RLP, niezależnie od typu enzymu, Rubi-sco pochodzące z różnych organizmów posiadają wspólny model centrum aktywnego. Podstawową jednostką funk-

			

		

		
			
				cjonalną enzymu jest dimer dużych podjednostek (RbcL lub CbbL; o masie cząsteczkowej ok. 55 kDa) usytuowanych an-tyrównolegle względem siebie. Dwa symetryczne miejsca wiązania substratu znajdują się na pograniczu N-końcowej domeny pierwszej z podjednostek oraz C-końcowej dome-ny podjednostki drugiej. Z RuBP bezpośrednio oddziałują tzw. pętla 60-tek (od numeracji wchodzących w jej skład reszt aminokwasowych) oraz pętla 6 (od numeracji kolej-nych pętli w strukturze RbcL). Oba te elementy struktural-ne są dodatkowo przejściowo „przykrywane” przez labilny C-koniec dużej podjednostki. Enolizacja substratu zachodzi jedynie jeśli centrum aktywne znajduje się w stanie otwar-tym, tzn. nie oddziałującym z C-końcem RbcL. Symulacje in silico sugerują, że destabilizacja oddziaływania wspomnia-nego C-końca z pozostałymi elementami strukturalnymi miejsca aktywnego zwiększa prawdopodobieństwo kar-boksylacji w stosunku do oksygenacji substratu [12]. Forma I enzymu złożona jest z czterech wcześniej wspomnianych dimerów dużych podjednostek rozmieszczonych wokół centralnej osi enzymu. Z taką oktameryczną strukturą do-datkowo oddziałuje osiem małych podjednostek (RbcS lub CbbS; o masie cząsteczkowej ok. 12–15 kDa) umiejscowio-nych pomiędzy dimerami RbcL w ich apikalnych fragmen-tach. Mimo, że małe podjednostki nie tworzą znaczących kontaktów z miejscem aktywnym i nie biorą bezpośrednie-go udziału w reakcji, ich funkcja wydaje się być kluczowa ze względu na stabilizację struktury całego holoenzymu [13]. Oktameryczny rdzeń sinicowego Rubisco pochodzącego z Synechococcus elongatus PCC6301 pozbawiony małych pod-jednostek katalizuje reakcję karboksylacji substratu z szyb-kością odpowiadająca jedynie kilku procentom tej obserwo-wanej dla natywnego enzymu [14].

				Stosunkowo duża ilość elementów labilnych wymaga-nych do zajścia katalizy oraz ogólny stopień złożoności enzymu skorelowane są ze stopniem komplikacji procesu jego składania w funkcjonalny biokatalizator. Proces ten jest wielostopniowy i wymaga uczestnictwa ściśle wyspecjali-zowanych czynników pomocniczych zaliczanych do klasy tzw. chaperonów składania.

				BIAŁKA CHAPERONOWE W PROCESIE BIOSYNTEZY BATERYJNEJ RUBISCO

				Ogólnie przyjęte jest, że informacja o strukturze II- i III-rzędowej białka zakodowana jest w jego strukturze I--rzędowej, tj. sekwencji aminokwasowej. Proces formowa-nia przez polipeptyd natywnej struktury rzadko zachodzi jednak samoczynnie. Ze względu na wysokie stężenie ma-kromolekuł w cytozolu i świetle organelli komórkowych, sięgające kilkuset mg/ml, łańcuchy polipeptydowe powsta-jące na rybosomie oddziałują ze sobą niespecyficznie two-rząc niefunkcjonalne formy pośrednie fałdowania wykazu-jące dużą tendencję do agregacji. Aby łańcuch peptydowy uzyskał poprawną, trójwymiarową strukturę często musi on być wspomagany przez szereg czynników nazwanych białkami opiekuńczymi lub chaperonowymi. Fałdowany peptyd przechodzi przez ściśle uporządkowaną sekwencję oddziaływań z kolejnymi grupami białek opiekuńczych, rozpoczynając od tych zasocjowanych z rybosomem, np. czynnik TF (ang. trigger factor – czynnik uwalniający), po-przez wolne czynniki oddziałujące z fragmentami bogatymi 
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				w aminokwasy hydrofobowe (DnaK/DnaJ), chroniącymi je przed niespecyficzną agregacją, po chaperoniny (np. Gro-EL/GroES). Ostatnia grupa białek równocześnie zapewnia odizolowane środowisko do fałdowania, jak i aktywnie zmienia strukturę wiązanego substratu [15]. W przypadku białek zawierających więcej niż jeden łańcuch polipeptydo-wy do zapewnienia odpowiedniej oligomeryzacji może być wymagana dodatkowa grupa białek opiekuńczych, zwana chaperonami składania.

				W przeciwieństwie do małej podjednostki Rubisco, która ulega samoczynnemu, spontanicznemu fałdowaniu, duża podjednostka jest obligatoryjnym substratem białek cha-peronowych (Ryc. 2). Heterologiczna ekspresja sinicowego Rubisco w komórkach E. coli wykazała, że w fałdowanie du-żej podjednostki zaangażowane są klasyczne chaperony z rodziny DnaJ/DnaK/GrpE [16]. Jak dotychczas nie zostały jednak zidentyfikowane żadne wyspecjalizowane, sinicowe czynniki z tych rodzin oddziałujące wyłącznie ze wspo-mnianym polipeptydem. Finalna faza fałdowania sinicowej RbcL zachodzi we wnętrzu chaperoniny [17]. Białko to skła-da się z siedmiu dużych podjednostek GroEL, tworzących strukturę o kształcie i funkcji klatki oraz siedmiu małych podjednostek GroES, formujących heptameryczną pokry-wę na rdzeń utworzony z GroEL [18]. Chaperoniny nie są białkami o wysokiej specyficzności substratowej, ale są w stanie fałdować jedynie substraty mieszczące się w hepta-

			

		

		
			
				merycznej klatce, tzn. takie których masa cząsteczkowa nie przekracza ok. 60 kDa [19]. Podstawą oddziaływania GroEL z niepoprawnie sfałdowanymi peptydami jest rozpoznawa-nie ich hydrofobowych fragmentów przez apikalną subdo-menę tej podjednostki chaperoniny. Wiązanie substratu po-ciąga za sobą kolejno przyłączenie ATP, zmiany w konfor-macji dużych podjednostek GroEL, powodujące ich opłasz-czenie wokół fałdowanego białka, a następnie przyłączenie pokrywy zbudowanej z GroES. Ostatni z etapów składania kompleksu chaperonina/substrat prowadzi do sekwencyj-nej hydrolizy ATP związanego do kolejnych jednostek Gro-EL do ADP. Wolna hydroliza ATP reguluje ilość czasu spę-dzonego przez substrat we wnętrzu chaperoniny, pozwa-lając mu na ukończenie procesu fałdowania, ale również zmienia biofizyczne właściwości jej wnętrza. Hydrofobowe powierzchnie oddziałujące z polipeptydem ulegają rotacji, a eksponowane w jej wyniku polarne elementy strukturalne wymuszają reorganizację wiązanego substratu. Hydroliza ostatniej cząsteczki ATP powoduje rozluźnienie struktu-ry chaperoniny i uwolnienie substratu, który osiąga swoją strukturę natywną lub w przypadku niecałkowitego prze-biegu procesu fałdowania i obecności na jego powierzchni skupisk aminokwasów hydrofobowych, asocjuje z kolejną cząsteczką GroEL i wkracza w kolejny cykl fałdowania [20].

				Ze względu na silnie hydrofobową powierzchnię kontak-tu między monomerami RbcL wchodzącymi w skład dime-
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				Rycina 2. Przebieg biosyntezy Rubisco. Schemat obejmuje procesy zachodzące od momentu uzyskania przez przedstawione białka struktury III-rzędowej do formowa-nia kompleksu lokalizującego Rubisco w komórkowym miejscu przeznaczenia – karboksysomie lub pyrenoidzie. W środkowej części ryciny zobrazowano mechanizmy wspólne dla prokariotycznych i eukariotycznych organizmów fotosyntezujących. W górnej i dolnej części rysunku przedstawione zostały procesy charakterystyczne odpowiednio dla prokarionta i eukarionta.

			

		

		
			[image: ]
		

		
			[image: ]
		

	
		
			
				Postępy Biochemii 68 (2) 2022	153

			

		

		
			
				ru, a także obecność labilnych elementów strukturalnych, tj. pętla 60-tek czy C-końcowy peptyd, nawet po fałdowaniu białko to rozpoznawane jest jako substrat dla chaperoniny. Dimeryzacja tego polipeptydu uwarunkowana jest głów-nie przez oddziaływania hydrofobowe, a wzajemna orien-tacja monomerów kierowana jest wyłącznie za pomocą dwóch symetrycznie rozmieszczonych mostków solnych. Bez udziału czynników trzecich powierzchnie styku mono-merów RbcL wykazują tendencję do nieswoistej agregacji i precypitacji niefunkcjonalnych form pośrednich procesu biosyntezy [21]. Do wejścia na szlak oligomeryzacji i osią-gniecia poprawnej struktury IV-rzędowej RbcL wymaga pomocy niewielkiego chaperonu składania – RbcX. Białko to jest dimerem, którego struktura IV-rzędowa przypomina bumerang, a masa jego pojedynczego monomeru wynosi 12–15 kDa. Centralnie usytuowana kieszeń tego czynnika oddziałuje z aromatycznymi aminokwasami C-końcowego peptydu RbcL. Interakcja ta może zachodzić nawet w sy-tuacji, gdy RbcL fałdowany jest we wnętrzu chaperoniny, a sam labilny C-końcowy peptyd wystaje poza jej wnętrze [22]. Kompleks RbcL/RbcX2 ze względu na swoją wielkość przekraczającą pojemność wewnętrznej komory chaperoni-ny nie wchodzi w ponowny szlak fałdowania. Po opuszcze-niu GroEL przez dużą podjednostkę Rubisco związany do niej RbcX formuje dodatkowo sieć słabych oddziaływań z pętlą 6 wiązanego monomeru RbcL. Taka orientacja RbcX eksponuje jego wierzchołkowy region, który tworzy szereg polarnych kontaktów z przeciwległym monomerem RbcL, zapewniając dodatkowy punkt odniesienia, wymagany dla poprawnej dimeryzacji RbcL [21]. W warunkach in vi-tro dalsze etapy składania Rubisco, tzn. tworzenie oktame-rycznego rdzenia z dimerów RbcL oraz przyłączanie ma-łych podjednostek, zachodzą samoczynnie [23]. Doniesienia literaturowe sugerują jednak, że funkcja RbcX może być zastąpiona i rozszerzona przez inny czynnik – Raf1 (ang. Rubisco acumulation factor 1 – czynnik akumulacji Rubisco), [24,25]. Podobnie jak RbcX białko to jest dimerem, ale ani jego struktura III-rzędowa ani swoistość do określonych re-gionów na powierzchni RbcL nie korelują z właściwościami poprzednio omawianego białka chaperonowego. N-końco-wa, α-helikalna domena Raf1 oddziałuje z regionem RbcL, do którego w dalszych etapach biosyntezy przyłączane są małe podjednostki. C-końcowa domena tego białka boga-ta w struktury β odpowiada za jego dimeryzację, ale rów-nież za szereg dodatkowych funkcjonalnych oddziaływań z RbcL. Struktura kompleksu Raf1/RbcL sugeruje, że ten czynnik opiekuńczy przez oddziaływanie z równikową płaszczyzną dużych podjednostek Rubisco może równocze-śnie promować dimeryzację RbcL, jak i składanie dimerów RbcL2 w oktamer. Ponadto kwasowe reszty aminokwasowe z konserwatywnego C-końca Raf1 – oddziałują z tzw. pętla 60-tek RbcL, stabilizując ten element strukturalny.

				Nie jest do końca jasne, czy Raf1 jest w stanie funkcjonal-nie zastąpić RbcX in vivo. Jedyna udana delecja rbcX w sini-cy została dokonana dla Synechococcus elongatus PCC 7942 [26]. Wraz ze swoim blisko spokrewnionym szczepem Sy-nechococcus PCC 6301 [27] są one jedynymi sinicami, u któ-rych synteza Rubisco wydaje się być przynajmniej częścio-wo niezależna od chaperonów składania. Zgodnie z prze-widywaniami, mutacja ta nie wpłynęła ani na akumulację Rubisco w tym organizmie ani na jego wzrost. Delecja raf1 

			

		

		
			
				została dokonana jak dotąd w dwóch modelowych sinicach – wcześniej wspomnianej Synechococcus elongatus PCC 7942 [28] oraz Synechocystis sp. PCC 6803 [29]. O ile mutacja ta nie miała wpływu na wzrost i akumulację Rubisco w ostatnim z tych organizmów, to negatywnie wpływała na te proce-sy w przypadku pierwszego z nich. Dokładniejsze badania wykazały jednak, że przyczyna zaburzeń fizjologicznych wywołanych tą mutacją nie była powiązana z biosyntezą Rubisco, a raczej z kontrolą jakości tego procesu i dalszym kierowaniem tego enzymu do karboksysomów.

				FUNKCJA SINICOWYCH CHAPERONÓW RUBISCO W BIOGENEZIE KARBOKSYSOWMÓW

				Ponieważ dwutlenek węgla jest łatwo rozpuszczalny w kwasach tłuszczowych, wykazuje on tendencję do dy-socjacji przez błony. W związku z tym część organizmów fotosyntetyzujących wykształciła szereg mechanizmów po-legających na przekształcaniu CO2 do jonu węglanowego, który w przeciwieństwie do swojego odpowiednika nie dy-funduje przez dwuwarstwę lipidową. HCO3- jest następnie ponownie przekształcany do gazowego dwutlenku węgla przez anhydrazę węglanową [30]. Przeprowadzenie ostat-niego z procesów w odizolowanej przestrzeni w pobliżu Rubisco umożliwia lokalne zagęszczenie tego substratu i w efekcie zwiększenie preferencji do katalizowania przez nią karboksylacji w stosunku do oksygenacji. Sinice na dro-dze ewolucji wykształciły karboksysomy – nieobłonione struktury subkomórkowe, zapewniające odizolowane śro-dowisko dla Rubisco i anhydrazy węglanowej. Karboksy-somy dzieli się na klasy α i β, spośród których druga zo-stała lepiej poznana i scharakteryzowana. α-karboksysomy wyewoluowały w α-proteobakteriach, a następnie na drodze transferu genetycznego, zostały przeniesione do morskich α-cyjanobakterii. Ten typ mikrokompartmentu zawiera formę 1A Rubisco. β-karboskysomy występują u β-cyjanobakterii i na drodze analogii zawierają podtyp 1B Rubisco [5,31]. Niezależnie od typu karboksysomy charak-teryzują się podobną budową. Wnętrze karboksysomów, zawierające gęsto upakowane Rubisco oraz anhydrazę wę-glanowa, otoczone jest białkowa otoczką przypominającą strukturą kapsyd bakteriofaga. Ikosaedryczny kształt nada-wany im jest przez wzajemnie uzupełniające się heksame-ryczne oraz pentameryczne pierścienie formowane przez białka należące do rodzin CsoS w przypadku formy α [32] oraz Ccm [33] w przypadku formy β karboksysomu. Pro-ces syntezy karboksysomu, tzn. kondensacji Rubisco oraz otaczania skumulowanego ładunku białkową powłoką, róż-ni się w zależności od typu mikrokompartmentu (Ryc. 3). Jednakże w obu przypadkach za kontrolę jakości Rubisco oraz łączenie go z białkową otoczką odpowiadają wyspecja-lizowane czynniki. W przypadku formy α proces składania powłoki mikrokompartmentu i jego rdzenia zawierającego Rubisco zachodzą symultanicznie [34]. Głównym czynni-kiem odpowiedzialnym za synchronizację tych procesów jest CsoS2. Polipeptyd ten zalicza się do grupy białek pozba-wionych struktury III-rzędowej. C-końcowy motyw CsoS2 asocjuje z częściowo zsyntezowaną ścianą karboksysomu. N-końcowe powtórzenia odpowiadają za oddziaływanie z Rubisco, sieciując ten enzym zarówno z powłoką quasi-or-ganellum, jak i z innymi jego cząsteczkami. Poszczególne człony złożone z częściowo uformowanej ściany karboksy-
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				somu oraz zasocjowanego Rubisco są w stanie formować dojrzałą superstrukturę. Poszczególne fragmenty CsoS2 oddziałują z fragmentami powierzchni Rubisco usytuowa-nymi zarówno na RbcL, jak i RbcS. Ponieważ interakcje te mają wyłącznie słaby charakter wiązań jonowych (KD poje-dynczych oddziaływań w skali 1 mM), mocne oddziaływa-nie (KD ok. 100 nM) może mieć miejsce jedynie z dojrzałym holoenzymem, a nie intermediatami pośrednimi jego bio-syntezy. Zapobiega to pakowaniu niefunkcjonalnych form enzymu do wnętrza kompartmentu [35]. W przeciwień-stwie do α-karboksysomów ich odpowiedniki z rodziny β syntezowane są sekwencyjnie [36]. Rdzeń struktury za-wierający Rubisco formowany jest w pierwszej kolejności, a następnie rekrutowana jest do niego białkowa powłoka. W obu procesach uczestniczy białko CcmM. Jego krótsza forma, o masie cząsteczkowej ok. 35 kDa, zbudowana jest z trzykrotnie powtórzonej domeny przypominającej struktu-ralnie RbcS. Wbrew wstępnym przewidywaniom wynikają-cym z tego podobieństwa, motyw ten nie oddziałuje jednak z Rubisco na zasadzie konkurencji z małą podjednostką. Miejsce jego wiązania z holoenzymem znajduje się w płasz-czyźnie równikowej dużych podjednostek i pokrywa się z miejscem oddziaływania z poprzednio opisanym czynni-kiem – Raf1. Wiązanie się pojedynczych domen CcmM do odrębnych cząsteczek Rubisco powoduje ich sieciowanie i wyodrębnienie z cytozolu na zasadzie separacji faz cie-kłych. Za inicjację tworzenia ikosaedrycznej otoczki odpo-

			

		

		
			
				wiada wyspecjalizowana, dłuższa (o masie cząsteczkowej 58 kDa) forma CcmM, która oprócz trzech domen RbcS-po-dobnych zawiera również N-końcową domenę podobną do anhydrazy węglanowej. Wspomniany dodatkowy element strukturalny oddziałuje z CcmN – białkiem odpowiedzial-nym za rekrutację zsieciowanego Rubisco do heksamerycz-nych ścian karboksysomu [37,38]. Mechanizmem warunku-jącym „kontrolę jakości” Rubisco w przypadku biosyntezy β-karboksysomów jest konkurencja między Raf1 a CcmM o miejsce wiązania się na RbcL. Raf1 wykazuje wysokie powinowactwo do dimeru RbcL, oktamerycznego rdzenia enzymu – RbcL8 oraz późnych intermediatów pośrednich biosyntezy zawierających niepełną liczbę małych podjedno-stek (np. RbcL8RbcS4). Jego dysocjacja od Rubisco, wyma-gana do wiązania się CcmM, następuje dopiero w wyniku całkowitego obsadzenia rdzenia RbcL8 ośmioma małymi podjednostkami [28].

				BIOSYNTEZA EUKARIOTYCZNEJ RUBISCO

				Fotosyntetyczne organizmy eukariotyczne przeprowa-dzają proces akumulacji dwutlenku węgla w wyspecjalizo-wanym organellum – chloroplaście. Eukariotyczna Rubisco w stosunku do swoich prokariotycznych odpowiedników jest enzymem bardziej wybiórczym w stosunku do dwu-tlenku węgla, ale wolniej przeprowadzającym reakcję kar-boksylacji [39]. Ewolucja enzymu pociągnęła za sobą ko-
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				Rycina 3. Rola Rubisco w biogenezie i funkcjonowaniu sinicowych karboksysomów. (A) Różnice w biogenezie α- i β-karboksysomów. Biogeneza karboksysomów jest ściśle powiązana ze składaniem Rubisco, enzym stanowi swoiste rusztowanie dla białek otoczki zewnętrznej tych kompartmentów. Powstawanie α-karboksysomów od-bydwa się równolegle do składania holoenzymu i możliwe jest oddziaływanie białek strukturalnych tego typu karboksysomu już z wczesnymi produktami pośrednimi składania. Konsekwencją jest bardziej rozdzielony przestrzennie wzorzec formowania się kompartmentu. W przypadku β-karboksysomów białka otoczki zewnętrznej są ograniczone do oddziaływania wyłącznie z kompletnie poskładanym holoenzymem (RbcL8RbcS8). Skutkuje to skupionym i etapowym procesem biogenezy. (B) Uprosz-czony schemat mechanizmu zagęszczania dwutlenku węgla opartego na karboksysomie. Miejscowe zagęszczenie dwutlenku węgla w karboksysomie na skutek selektyw-nej bariery jaką stanowi ten kompartment pozwala sinicom na korzystanie z bardziej efektywnych katalitycznie, względem CO2, wersji Rubisco.
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				-ewolucję wyspecjalizowanych czynników uczestniczących w jego biosyntezie, ale również wprowadziła szereg zmian w tym procesie.

				Synteza podjednostek eukariotycznej Rubisco jest roz-dzielona przestrzennie. Podczas, gdy RbcL kodowana jest przez gen chloroplastowy rodzina genów rbcS lokalizuje się jądrowo [40]. Łańcuch polipeptydowy RbcS syntezo-wany jest wobec tego w formie rozfałdowanej w cytozolu, a następnie zostaje przeniesiony przez kompleks Tic/Toc do stromy chloroplastu [41]. Po przekroczeniu błony chlo-roplastu odcinana jest jego sekwencja sygnalna, a dojrzałe białko jest prawdopodobnie wiązane przez eukariotyczny czynnik Raf2. Strukturą Raf2 przypomina dehydratazę kar-binolaminypteryny, ale nie zawiera reszt kluczowych do katalizy reakcji przeprowadzanej przez ten enzym [42]. Nie do końca jest jednak jasna jego rola w procesie biosyntezy Rubisco. Mutant kukurydzy pozbawiony genu raf2 wyka-zywał ograniczoną akumulację Rubisco [43]. Analogiczna mutacja w Arabidopsis thaliana prowadziła do zmniejszonej produkcji RbcS [44]. Ponieważ zademonstrowano oddziały-wanie tego czynnika zarówno z dużą, jak i małą podjednost-ką Rubisco, możliwym jest, że uczestniczy on w procesie przyłączania RbcS do oktamerycznego rdzenia RbcL8, który w przeciwieństwie do swojego odpowiednika u fotosytezu-jących prokariotów może nie zachodzić spontanicznie [45]. Rozdział przestrzenny syntezy RbcL i RbcS pociąga za sobą potrzebę synchronizacji tych procesów w celu zapewnienia stechiometrycznych ilości tych czynników podczas formo-wania holoenzymu. Zarówno w tytoniu, jak i Chlamydomo-nas pozbawionych genu rbcS obserwowano zaburzenia w produkcji dużej podjednostki [46,47]. Sam mechanizm, bę-dący podstawą tego zjawiska, uzależniający translację RbcL od stanu składania Rubisco został niedawno opisany i zo-stanie omówiony w dalszej części tej sekcji.

				Duża podjednostka Rubisco syntezowana w stromie chloroplastu podlega szeregom procesów analogicznych do tych zachodzących w cytozolu sinic. Sugeruje się, że uwolniony z rybosomu RbcL może oddziaływać z chloro-plastowymi chaperonami HSP70B/CDJs/CGE1 [48], które są homologami odpowiednio DnaK, DnaJ i czynnika wy-miany nukleotydów współpracującego z tym tandemem – GrpE. Ponieważ jednak nie ma bezpośrednich dowodów in vivo na takie oddziaływanie, możliwym jest również, że po translacji RbcL, polipeptyd ten może być bezpośrednio wyłapywany przez chloroplastową chaperoninę z pomi-nięciem czynników pośrednich. Badania przeprowadzone na Chlamydomonas sugerują, że synteza enzymu może być regulowana na dość wczesnym etapie przez częściowo sfał-dowany łańcuch RbcL. W przypadku zaburzenia dalszego procesu jego składania, tzn. dimeryzacji, jego N-końcowa domena strukturalnie przypominająca ferredoksynę wiąże własne mRNA hamując tym samych proces elongacji trans-lacji [49,50].

				Ogólny schemat procesu fałdowania RbcL wewnątrz chloroplastowej chaperoniny Cpn przypomina analogiczny mechanizm zachodzący z udziałem prokariotycznego biał-ka GroEL. Sama budowa chaperoniny jest jednak znacznie bardziej skomplikowana. W celu zapewnienia optymalnego środowiska fałdowania szerokiej puli substratów o zróż-

			

		

		
			
				nicowanej swoistości do apikalnego rejonu chaperoniny, zarówno jej duża (Cpn60) jak i małe podjednostki (Cpn10, Cpn20, Cpn23) występują w kilku formach [51]. Pokazano, że podjednostka Cpn60α wykazuje najwyższe powinowac-two do RbcL [52], ale samodzielnie nie jest w stanie tworzyć heptamerycznych oligomerów w przeciwieństwie do pod-jednostki Cpn60β [53]. Niedawno wykazano również, że funkcjonalną chloroplastową formą chaperoniny jest hete-rooligomer Cpn60αβ1β2 oddziałujący z, również heterooli-gomerycznym, kompleksem Cpn10/Cpn20/Cpn23. Ogól-na struktura i rozmiar tego kompleksu przypominają wła-ściwościami GroEL/GroES, ale potencjalnie asymetryczne rozmieszczenie powierzchniowego potencjału elektrosta-tycznego zapewnia elastyczność adaptacyjną w stosunku do różnych substratów [54].

				W 2017 roku opublikowano wyniki udanego ekspery-mentu produkcji roślinnej Rubisco w komórkach E. coli. Do skutecznego zajścia procesu, oprócz białek struktural-nych – RbcLi RbcS, wymagany był udział chloroplastowej chaperoniny oraz czterech chaperonów składania – RbcX, Raf1, Raf2 oraz Bsd2 (ang. Bundle sheath defective – czynnik wiązki przewodzącej). O ile Raf1, Raf2 i Bsd2 wydają się być niezbędne w tym procesie, RbcX jako jedyny był pomijalny, przynajmniej w warunkach in vitro [45]. W przeciwieństwie do sinic, gdzie gen rbcX obecny jest tylko w jednej kopii, zlo-kalizowanej zwykle w operonie między genami rbcL i rbcS, rośliny wyższe często zawierają dwie lub więcej wersji tego genu [55]. Mimo, że roślinne i sinicowe RbcX dzielą między sobą jedynie ok. 20% podobieństwa sekwencji aminokwa-sowej, wykazują bardzo zbliżoną strukturę III- i IV-rzędo-wa oraz powinowactwo do C-końcowego fragmentu RbcL [56,57]. Pomimo, że roślinne geny rbcX ulegają transkrypcji, która często zależna jest od zmiany czynników środowisko-wych [55], nie ma bezpośredniego dowodu na uczestnictwo produktów ich translacji w procesie biosyntezy roślinnej Rubisco in vivo. Białka te nigdy nie zostały zidentyfikowa-ne jako element roślinnego proteomu. Geny je kodujące nie zostały również wskazane jako niezbędne w procesie aku-mulacji Rubisco w bibliotece mutantów fotosyntetycznych kukurydzy [58].

				Prokariotyczne i eukariotyczne białka Raf1 wydają się pełnić zbliżoną funkcję w procesie biosyntezy Rubisco. Po-mimo dużych podobieństw strukturalnych do sinicowego odpowiednika, roślinny Raf1 nie posiada w obrębie swoje-go C-końca substruktury odpowiedzialnej za oddziaływa-nie z pętla 60-tek RbcL [24]. Motyw ten został zastąpiony funkcjonalnie przez unikalne dla roślin białko Bsd2, które zostanie omówione w kolejnym akapicie. Ostatnie badania wskazują, że u Chlamydomonas Raf1 może uczestniczyć w mechanizmie kontroli jakości składania holoenzymu, jak-kolwiek w innym celu niż jego sinicowy odpowiednik. Pod nieobecność RbcS kompleks RbcL8/Raf1 oddziałuje bezpo-średnio lub pośrednio z 5’-końcowym fragmentem mRNA rbcL, który nie ulega translacji. Interakcja ta zapobiega ini-cjacji translacji rbcL, umożliwiając synchronizację ilości RbcL i RbcS wchodzących w skład dojrzałych enzymów [59]. Podobnie jak rbcX, roślinny raf1 może występować w kilku wersjach [60]. Przyczyna takiej redundancji jest jak do-tąd nieznana.
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				Ostatnim z czynników niezbędnych do biosyntezy eu-kariotycznej Rubisco jest Bsd2. Białko to ma masę cząstecz-kową 8–10 kDa i jest monomerem o wydłużonej struktu-rze zawierającym motyw palca cynkowego. Zostało ono zidentyfikowane w kukurydzy pod koniec lat 90-tych XX wieku jako czynnik odpowiedzialny za poprawną morfo-logię chloroplastów wiązki przewodzącej roślin C4 [61]. Początkowe ustalenia sugerowały, że białko to oddziałuje na wczesnym etapie potranslacyjnym z częściowo rozfał-dowanym łańcuchem RbcL [62], jednakże ostatnie badania wskazują na jego odmienną funkcję i mechanizm działania. Osiem kopii Bsd2 wiąże się do oktameru RbcL na ostatnim etapie biosyntezy Rubisco. Pojedyncza cząsteczka tego biał-ka chaperonowego łączy dwa monomery RbcL w dimerze RbcL2 oddziałując równocześnie z N-końcową domeną pierwszej cząsteczki dużej podjednostki Rubisco i C-koń-cowa domeną cząsteczki przeciwległej, w sposób podobny do interakcji między RbcL a RbcX. Elementy strukturalne Bsd2 tworzą kontakty zarówno z pętla 60-tek jak i pętla 6 RbcL utrzymując centrum aktywne w formie otwartej i za-pobiegając łączeniu się substratu do momentu zakończenia procesu biosyntezy [45]. Oprócz pełnienia funkcji w składa-niu Rubisco Bsd2 wydaje się odpowiadać za utrzymanie ho-loenzymu w formie aktywnej [63]. Reaktywne formy tlenu będące efektem ubocznym jasnej fazy fotosyntezy prowa-dzą do szeregu zdarzeń rozpoczynających się od oksydacji Rubisco, a kończących na proteolitycznej degradacji tego enzymu. W obecności niskocząsteczkowego reduktora, tj. glutation lub NADPH, Bsd2 wykazuje zdolność do reduk-cji swoich mostków disiarczkowych. Zakumulowany w ten sposób potencjał redukcyjny może być użyty do odwróce-nia skutków oksydacji Rubisco, prowadząc do reaktywacji jej zdolności katalitycznych. O ile rola Bsd2 u roślin C3 wy-daje się być ograniczona do syntezy Rubisco [64], u roślin C4 białko to wydaje się pełnić dodatkową funkcję w regu-lacji funkcji chloroplastu. W linii kukurydzy pozbawionej genu bsd2 chloroplasty mezofilu, które w przeciwieństwie do analogicznych organelli w wiązce przewodzącej nie ku-mulują Rubisco, wykazywały niższą zdolność do podziału i zaburzoną morfologię błon tylakoidowych [65].

				Wśród eukariotycznych organizmów fotosyntezujących algi i należące do mszaków glewiki posiadają w chloropla-ście wyspecjalizowaną strukturę – pyrenoid. Dotychcza-sowa wiedza o tym kompartmencie komórkowym oparta jest wyłącznie na badaniach przeprowadzonych z użyciem Chlamydomonas i wymaga poszerzenia na inne organizmy, które pomimo posiadania tej struktury nie mają homologów białek odpowiedzialnych za jej formowanie i funkcjonowa-nie u tej algi [6]. Podobnie jak sinicowe karboksysomy, py-renoid nie stanowi osobnego organellum, a jedynie wydzie-loną przestrzeń w obrębie stromy. Jego funkcja jest również zbliżona do sinicowych kompartmentow, jako że służy on lokalnemu zagęszczaniu dwutlenku węgla w pobliżu Ru-bisco. Pyrenoid otoczony jest luźną powłoką zbudowaną z warstw skrobii i poprzetykany jest tubulami będącymi odnogami błon tylakoidowych. Podejrzewa się, że tubule odpowiadają za transport metabolitów, takich jak np. RuBP czy kwas 3-fosfoglicerynowy [66], a także stanowią śro-dowisko reakcji dla anhydrazy węglanowej CAH3 [67]. W efekcie dehydratacji HCO3- przeprowadzanej przez ten en-

			

		

		
			
				zym w lumen tylakoidu powstały CO2 dyfunduje przez bło-nę do wnętrza fazy wodnej pyrenoidu. Otoczka zbudowana ze skrobii nie wydaje się być niezbędna do utrzymania mor-fologii kompartmentu, ale stanowi barierę zapobiegającą ucieczce dwutlenku węgla i biorącą udział w jego zagęsz-czaniu [68]. Wnętrze pyrenoidu wypełnione jest głównie przez Rubisco oraz czynnik EPYC1. Białko to, podobnie jak sinicowe CsoS2, nie posiada struktury III-rzędowej, a jedy-nie pięciokrotnie powtórzony motyw strukturalny [69,70]. Motyw ten oddziałuje z helisami zlokalizowanymi w RbcS przez szereg kontaktów o naturze elektrostatycznej i hydro-fobowej. Oddziaływanie z kolejnymi cząsteczkami Rubisco umożliwia ich sieciowanie i oddzielenie tak powstałego su-perkompleksu od stromy chloroplastu na zasadzie separacji faz ciekłych. Co ciekawe motyw wiążący Rubisco występu-jący w EPYC1 jest również obecny w transbłonowym białku RBMP1/2 występującym w pyrenoidowych tubulach, jak i SAGA1/2 zlokalizowanym w powłokach zbudowanych ze skrobii [71]. Umożliwia on więc nie tylko sieciowanie ho-loenzymu, ale też zakotwiczanie go do strukturalnych ele-mentów kompartmentu.

				WNIOSKI I PRZYSZŁE PERSPEKTYWY

				Od momentu rozwoju technik biologii molekularnej i in-żynierii genetycznej w latach 90-tych XX wieku, oczywistym kierunkiem badań nad Rubisco wydaje się poprawienie jego parametrów kinetycznych tj. szybkość katalizy reakcji kar-boksylacji i swoistość substratowa. Popularnym trendem eksperymentów stały się próby uzyskania zwiększonej wydajności generacji biomasy przez rośliny użyteczne w rolnictwie. Usiłowano do tego dojść przez mutacje kluczo-wych reszt aminokwasowych bazujące na enzymach pocho-dzących z odległych kladów takich jak sinice czy czerwo-ne algi, wykazujących poprawione parametry w stosunku do enzymów z roślin wyższych, jak i przenoszenie całych genów, kodujących takie enzymy do genomu potencjalnie użytecznego gospodarza [72–74]. Badania te zakończyły się fiaskiem. Enzymy izolowane ze swojego naturalnego kontekstu nie fałdowały i nie składały się poprawnie w ak-tywny katalizator. Ponadto, metoda szybkiego testowania mutantów roślinnej Rubisco do niedawna była niedostępna ze względu na nieznajomość czynników wymaganych do zajścia jego biosyntezy w heterologicznym systemie ekspre-syjnym. W związku z tym każdorazowy eksperyment testu-jący użyteczność nowego wariantu genetycznego Rubisco wiązał się z czasochłonną koniecznością generacji zmuto-wanych linii roślinnych. Stosunkowo niedawno opracowa-na została metoda testowania losowo generowanych mu-tantów sinicowej Rubisco pod kątem poprawionych właści-wości kinetyczych. Wykazała ona równocześnie, że zakres podatności enzymu na zmiany ewolucyjnie jest limitowany przez kompatybilność chaperonów składania [75]. W związ-ku z powyższym, pewien zestaw mutacji, wliczając również te, które mogłyby podnieść sprawność katalityczną holoen-zymu, będzie zapobiegał jego poprawnemu formowaniu w naturalnym kontekście fizjologicznym. Mimo, że w warun-kach in vitro czynniki pochodzące z różnych organizmów są w stanie kompensować się funkcjonalnie, podobna za-leżność nie musi zachodzić w warunkach fizjologicznych. Przykładowo wykazano, że Raf1 z tytoniu nie jest w stanie kompensować syntezy Rubisco z Arabidopsis i vice versa, ale 
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				już transformacja tytoniu zestawem genów rbcL, rbcS i raf1 z Arabidopsis jest wystarczająca do wydajnej produkcji Ru-bisco rzodkiewnika w tym organizmie [76]. Większość cha-peronów składania Rubisco wydaje się pełnić dodatkowe funkcje. Zarówno sinicowy RbcX, jak i Raf1, pośredniczą w biosyntezie karboksysomów [28,77], jakkolwiek rola pierw-szego z czynników w tym procesie nie została jak dotąd wyjaśniona. U Chlamydomonas Raf1 odpowiada za regulację stechiometrii podjednostek holoenzymu [59], a Bsd2 u ro-ślin C4 wydaje się pośredniczyć w poprawnym dojrzewaniu chloroplastów mezofilu [65]. Zrozumienie mechanizmów działania białek uczestniczących w szeroko pojmowanym procesie biosyntezy Rubisco przyczyniło się do znacznego postępu w pracach nad procesami usprawnienia produkcji roślinnej biomasy. Nadekspresja niektórych czynników w roślinach transgenicznych skutkowała zwiększeniem wy-dajności fotosyntezy [63,78], a opracowanie metody ekspre-sji eukariotycznego Rubisco w E. coli umożliwiło wstępną selekcję mutantów tytoniowego Rubisco o poprawionych parametrach kinetycznych [79]. W ostatnich latach podjęto też pierwsze udane próby implementacji struktur służących do koncentracji dwutlenku węgla – karboksysomów [80] i pyrenoidu [81] – do chloroplastów roślin wyższych. Dalsze badania są jednak niezbędne w celu optymalizacji działania tych potencjalnie korzystnych mechanizmów w obcym dla nich kontekście komórkowym.
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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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Biatka chaperonowe zaangazowane w proces biosyntezy Rubisco

STRESZCZENIE

ubisco jest enzymem wystepujacym u organizméw fotosyntetyzujacych katalizujacym

pierwszy etap procesu akumulacji biomasy: przylaczenie dwutlenku wegla do cukru
- rybulozo-15-bisfosforanu. Skomplikowana, multimeryczna budowa i obecnos¢ wielu la-
bilnych element6éw strukturalnych w tym bialku, powoduja ze nie jest ono w stanie samo-
dzielnie uzyskaé swojej natywnej struktury czwartorzedowej i wymaga do tego celu Sciéle
Zorganizowanego dzialania szeregu czynnikéw pomocniczych. Wyspecjalizowane bialka
chaperonowe uczestnicza kolejno w faldowaniu podjednostek holoenzymu, poérednicza w
ich stopniowej oligomeryzacji, a w niektérych przypadkach dodatkowo kieruja do komér-
Kkowego miejsca przeznaczenia, takiego jak karboksysomy, czy pyrenoid. Oprécz pelnienia
swojej kanonicznej funkdji polegajacej na posredniczeniu w skladaniu Rubisco, chaperony
te zaangazowane sa w dodatkowe procesy, takie jak kontrola jakosci procesu biosyntezy czy
regulacja fizjologi organelli i kompartmentéw komérkowych.

WPROWADZENIE

Fotosynteza ze wzgledu na rodzaj utylizowanej energii, dzieli sie na tzw.
faze jasna” oraz ,faze ciemna”. W pierwszej z nich swiatlo sloneczne absor-
bowane przez fotosystemy powoduje wzbudzenie elektronéw, ktore 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 humen tylakoidu, prowa-
dzac do wytworzenia tzw. sily protonomotorycznej. Ta z kolei przeksztalcana
jest w energie chemiczna pod postacia ATP przez chloroplastowa syntaze ATP.
Zaréwno NADPHY, jak i ATP, stanowia potencjal redukeyjny, 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 akumuladji sily pro-
tonomotorycznej, jak i wytworzenia tlenu. W ,fazie ciemnej” fotosyntezy cza-
steczka dwutlenku wegla whudowywana jest w cukrowy akceptor, prowadzac
do powstania zwiazkéw organicznych, wykorzystywanych nastepnie w proce-
sach anabolicznych i katabolicznych. Akceptor zuzyty w trakeie procesu zosta-
je odtworzony z wykorzystaniem energii zwiazkéw potencjalu redukceyjnego
[1]. Pierwsza reakdje ,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, (Rye. 1A). Produkt tej reakeji jest nietrwaly i samoczynnie ulega dalszej degra-
dacji, do dwéch czasteczek kwasu 3-fosfoglicerynowego w przypadku enolizacji
za pomoca CO, lub do czasteczki kwasu 3-fosfoglicerynowego i czasteczki fosfo-
glikolanu w przypadku enolizadji przy udziale O, Jedynie pierwszy z tych pro-
duktow - kwas 3-fosfoglicerynowy jest uzyteczny metabolicznie dla komorki,
podezas gdy drugi jest toksyczny i musi by¢ utylizowany w procesie fotooddy-
chania [3]. Reakcja karboksylacji RuBP jest jedynym ilosciowo znaczacym proce-
sem w przyrodzie umozliwiajacym generacje czasteczek organicznych z materii
nieorganicznej. Poprawienie wlasciwosci Rubisco majace na celu zwiekszenie
szybkosci katalizowanej reakdji karboksylaji, jak i zmniejszenie powinowactwa
do tlenu, sa wiec jednym z glownych nurtéw prac nad tym biatkiem.

Pierwsze prymitywne organizmy fotosyntetyczne przeprowadzaly swoje
procesy zyciowe w okresie, kiedy atmosfera uboga byla w tlen, a bogata w dwu-
tlenek wegla. Wyksztalcenie centrum rozKladajacego wode doprowadzilo do
gwaltownego przyrostu biomasy, a co za tym idzie wzrostu tenu w atmosferze
do poziomu obecnego w procesie zwanym ,Katastrofa tenowa”, zapoczatko-
wanym 2 miliardy lat temu. Rubisco wytwarzajaca do tej pory jedynie produk-
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