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Streszczenie

Karboksylaza/oksygenaza rybulozo-1,5-bisfosforanu  (Rubisco) jest najobficiej
wystepujacym biatkiem w biosferze. Enzym ten jest odpowiedzialny za przylaczenie
atmosferycznego CO: do rybulozo-1,5-bis-fosforanu (RuBP) podczas cyklu Calvina Bensona
Basshama, znanego rowniez, jako faza ciemna fotosyntezy. Efektem nastepujgcego po tym
cyklu reakcji jest powstanie dwoch czasteczek kwasu 3-fosfoglicerynowego, bedacego
wyjSciowym zwiagzkiem dla wielu szlakéw anabolicznych. Oprocz reakcji karboksylacji
Rubisco moze przeprowadza¢ réwniez reakcje oksygenacji (przylaczania O, do RuBP). W
wyniku tej reakcji powstaje fosfoglikolan, ktory jest toksyczny dla komorki. Jest to zatem
niekorzystna reakcja, podczas ktorej komoérka traci energie w postaci ATP. Oprocz reakcji
oksygenacji, czynnikiem limitujacym fotosyntezg jest fakt, ze Rubisco jest wolnym enzymem,
CO oznacza, ze moze przeprowadzi¢ tylko kilka reakcji karboksylacji na sekunde. Jest to
jednoczesnie jedyny enzym w przyrodzie, umozliwiajacy wlaczenie materii nieorganicznej w
organiczng na duzg skale.

Ze wzgledu na to, ze Rubisco jest enzymem wolnym oraz niedoktadnym, od lat
poszukuje si¢ metod na poprawe jego parametrow kinetycznych. Gldwng przeszkoda w tym
przedsiewzigciu jest skomplikowany proces biosyntezy Rubisco, utrudniajacy, a niekiedy
uniemozliwiajgcy testowanie potencjalnie korzystnych pod katem kinetycznym mutacji
enzymu. Rubisco wystepuje w czterech réznych formach, z czego to forma I wystepujaca u alg,
cyjanobakterii oraz ros$lin wyzszych jest ta, ktorej jest najwiecej na Ziemi.

Do niedawna niemozliwe bylo uzyskanie aktywnej, roslinnej Rubisco w komoérkach
bakteryjnych. W 2017 grupa naukowcow, jako pierwsza przedstawita heterologiczng ekspresje
roslinnej Rubisco w komorkach E.coli, ktora wymagata jednoczesnej koekspresji az pieciu
biatek opiekunczych. Co ciekawe Rubisco sinicowe, bedace rowniez formg I (podobnie do
roslinnej wersji) ekspresjonuje si¢ w bakteriach tylko z jednym sinicowym chaperonem RbcX
(lub w niektorych przypadkach bez). Jednakze Rubisco pochodzace z sinicy Synechocystis sp.
PCC6803 nie ekspresjonuje si¢ funkcjonalnie w bakteriach, co sugeruje, ze jest wymagany
dodatkowy czynnik do tego procesu.

Uwaza sig, ze w proces biosyntezy Rubisco mogg by¢ zaangazowane biatka z rodziny
Hsp40/70, czyli biatka Dnal oraz DnaK. Dotychczas w literaturze widniata tylko jedna
wzmianka na ten temat, mowiagca o tym, ze w ekspresj¢ sinicowego Rubisco w bakteriach
zaangazowane sg biatka DnaJ/DnaK/GrpE z E.coli. Jednakze nie zidentyfikowano, zadnych,
wyspecjalizowanych, sinicowych homologéw tych biatek. U Synechocystis sp. PCC6803
kodowane jest az siedem homologoéw biatka DnalJ oraz trzy biatka DnakK.

Celem niniejszej pracy byto: zidentyfikowanie czy biatka z rodziny Hsp40 oraz Hsp70
sg zaangazowane W proces biosyntezy Rubisco z Synechocystis sp. PCC6803.



