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Karboksylaza/oksygenaza  rybulozo-1,5-bisfosforanu ~ (RuBisCO)  jest  enzymem
odpowiedzialnym za przylaczenie atmosferycznego CO2 do pentozy. Efektem nastgpujacego po tym
cyklu reakeji jest powstanie dwoch czgsteczek kwasu 3-fosfoglicerynowego, bedacego wyjsciowym
zwigzkiem dla wielu szlakow anabolicznych. RuBisCO jest jedynym enzymem w przyrodzie,
umozliwiajacym wiaczenie materii nieorganicznej w organiczng na duzg skale. Ze wzgledu, na to ze
jest to enzym bardzo wolny, a takze niedoktadny, od lat poszukuje si¢ metod na poprawe jego
parametrow kinetycznych. Giowna przeszkoda w tym przedsiewzigciu jest skomplikowany proces
biosyntezy RuBisCO, utrudniajacy, a niekiedy uniemozliwiajacy testowanie potencjalnie
korzystnych pod katem kinetycznym mutacji enzymu. Do uzyskania aktywnej RuBisCO wymagany
jest udzial chaperoniny Cpn60/Cpn20/Cpnl0 lub jej prokariotycznych homologdéw, a takze udziat
szeregu tzw. chaperonow sktadania. Sugeruje si¢ tez, ze juz na wczesnych etapach fatdowania enzym
ten wymaga udziatu specyficznych homologoéw biatek DnaK i1 Dnal. Celem proponowanego projektu
beda glownie proba identyfikacji a nastepnie charakterystyka biochemiczna specyficznego homologu
(homolog6éw) Dnal , odpowiedzialnego za oddziatywanie z duzg podjednostka RuBisCO (RbcL).

Eksperymenty zostang przeprowadzone na homologach Dnal z Synechocystis sp. PCC 6803.
RuBisCO z tej sinicy, w przeciwienstwie do innych cyjanobakterii, nie falduje si¢ w E. coli, co
sugeruje brak wyspecjalizowanego czynnika faldujagcego Iub niewystarczajaca homologie
istniejacych czynnikow w tej bakterii. U Synechocystis sp. PCC6803 kodowane jest w genomie
siedem homologéw biatka Dnal. Podczas projektu zostanie przetestowana zdolno$¢ wszystkich
siedmiu DnaJ, do udziatu w faldowaniu RuBisCO z tej sinicy zarowno w E. coli jak i in vitro. W
przypadku identyfikacji wyspecjalizowanego czynnika odpowiadajacego za rozpoznanie RuBisCO,
zostanie przeprowadzona jego charakterystyka biochemiczna (wyznaczenie stalej oddzialywania z
RuBisCO, identyfikacja rozpoznawanej sekwencji.), a takze podjete zostang proby wyznaczenia jego
struktury. Identyfikacja wyspecjalizowanego czynnika odpowiadajacego za rozpoznanie Rubisco
pozwoli na ekspresje tego enzymu z Synechocystis sp. PCC 6803 w E. coli, czego dotychczas nie
udato si¢ dokona¢. Mozliwos¢ ekspresji RuBisCO z tej modelowej sinicy w systemie bakteryjnym
pozwoli na dalsze badania nad wyjasnieniem mechanizmu biosyntezy RuBisCO.



