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1. Bevezetés

A buza termesztésének és nemesitésének gyokerei egészen a torténelem eldtti
idokig nyulnak vissza. A FAO adatai alapjan 2017-ben a vildg mezdgazdasaga
¢lelmezési, takarmanyozasi €és vetdmag termelési célra 2 642 millié tonna gabonat
termelt, melynek megkdzelitéleg 30%-a buzatermelésbdl szarmazik. Magyarorszagon
csak buzabol évente 5 millid tonna terem. A mezdgazdasiagban a terméshozamok
megtartasa vagy novelése érdekében a kimeriild talaj nitrogéntartalmat szerves- €s
mitragydzassal potoljak. Magyarorszagon 2011 o6ta, évente tobb mint 300 ezer tonna
nitrogént juttatnak ki a termdétertiletekre miitragya formajaban (I. melléklet). Az intenziv
talajhasznalat, a feleslegben kiszort nitrogéntartalmu miitragya kihat a termdtalajok
kémiai egyenstlyara, megvaltoztatva a felvehetd makro- és mikroelemek aranyat.
Ez hosszutavon rontja a talajok mez6gazdasagi hasznosithatosagat, s6t az extra nitrogén
a természetes tarsulasok Osszetételét is Dbefolyasolja [1]. A hatékonyabb
nitrogénasszimilacidéval rendelkez6 mezdgazdasagi novények hasznalata a kornyezeti
terhelés ¢€s a tapanyagpotlds koltségeinek csokkentése mellett megnovekedett
terméshozamot €és nagyobb biomasszat eredményezne. Ilyen ndvények nemesitéséhez,
létrehozasahoz elengedhetetlen az asszimilacios folyamatok szabéalyozodinak ismerete,
a biokémiai halozatok dinamikéjanak felderitése, modellezhetové tétele.

Munkdm sordan a buza nitrogén-anyagcseréjének egy kiemelten fontos
szerepl6jével, a glutamin-szintetaz (GS, EC 6.3.1.2) enzimmel foglalkoztam. Egyes
kutatok gy tekintenek erre az enzimre, mint a gabonandvények nitrogén
asszimilacidjanak egy olyan kulcsfontossagli elemére, amely szabalyozasanak, vagy
szerkezetének megvaltoztatasaval kaput nyithatnak hatékonyabb nitrogén-anyagcserével
rendelkez6 mezdgazdasagi ndvények szerkesztése felé [2].

A GS minden eddig vizsgalt fajban jelen van, de jelentds eltéréseket talaltak
a prokaridta és eukariota formak mikodése kozott. A prokariota GS sajatos aktivacioja,
adenililacidja miatt az eukaridta formdk tanulméanyozdsdnal 1is elsdsorban
az ATP kotohely vizsgalata keriilt reflektorfénybe [3]. Bar ezeknek a vizsgalatoknak
szamos GS inhibitor felfedezését koszonhetjilk [4,5], jobbara csak korai munkak
foglalkoznak nagyobb részletességgel azegyes novényfajok enzimmilkddési

mechanizmusanak jellemzésével, a reakciokoriilmények optimalizalasaval [6,7].



Vizsgalataink soran elsGsorban a buza kloroplasztiszban lokalizalt GS
enzimének allosztérikus szabalyozasanak lehetdségét kerestem Masodsorban, mivel
kutatocsoportunk  korabbi eredményei kitértek mar hasonlé  vizsgalatokra,
megvizsgaltam az aluminium ¢és a mangan kotddésének szerepét az enzim
miikddésében.

Az allosztérikus viselkedés vizsgélatara irdnyuld kisérletekben klasszikus
biokémiai modszerekkel tanulmanyoztam az enzimmiikodést. A GS enzim aktivitasanak
mérésére két modszert fejlesztettek, egy reverz, aminotranszferaz reakciot [8], és egy
modositott szintetikus reakciot [9]. Fiziologiai relevancidja miatt az utdbbi modszer
hasznalatat részesitettem elényben. Megvizsgaltam az egyes szubsztratumok telitési
gorbéjét regulator szubsztratum azonositasa céljabol. Tanulmanyoztuk a mérésemhez
hasznalt rendszerben a GS oligomer stabilitasat, és az egyes izoformak alegység

Osszetételének heterogenitasat.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1. A buza

A fifélék  csaladjaba  (Poaceae)  tartozd  egyszikii  kenyérbuza
(Triticum aestivum L., a tovabbiakban buza) az egyik legfontosabb termesztett
gabonandvény vilagszerte, human élelmezési és takarméanyozasi szempontbol egyarant.
A napjainkban koztermesztésben 1évo fajtak tobbszori hibridizacid, tudatos szelekcio,
keresztezés és nemesités eredményei, melyek hosszas szelekcid eredményeként jottek
1étre. A nemesités soran homoldg génforrasokat, rokon fajokat hasznaltak és hasznalnak
fel napjainkban is. A fajtdk genomja ennek koszonhetéen rendkiviil Osszetett.
Az allohexaploid buza az A, aB, és a D szubgenombdl épiil fel, melyek elsédleges
génforrasaiként rendre a Triticum urartu, Aegilops speltoides és Aegylops tauschii
vadon termé fajokat jelolték meg [10,11].

A bliza nemesitése sordn a magas terméshozam és biomassza termelés mellett
kiemelt szempont a biotikus és az abiotikus stressz ellenallosag és a tapanyagok
felvételének és hasznositasanak hatékonysaga. A stresszvalaszok akar ugyanazon
stressz tipusra is eltéréek lehetnek fajtatol vagy fejlodési allapottol fiiggden. Szarazsag
stressz esetén példaul a levelek oregedése lehet szekvencidlis, mely soran az idésebb
levelek valnak elébb szeneszcenssé [12], vagy nem-szekvencialis, mely soran
a fiatalabb levelek oregszenek hamarabb [13]. De szekvencialis, korai levéloregedést
indukalhat nitrogén hidnyos allapot is, mely a kloroplasztiszok fehérjekészletének
lebontasaval jar egyiitt [14]. Megfeleld nitrogén ellatottsag hidnyaban megvaltozik
a bliza aminosav tartalma is a floémnedvben és a levelekben egyarant [15]. Az emlitett
folyamatok indukaljadk az anyagcsere, a tapanyagforrasok és a tdpanyag felhasznald
helyek kozti viszony, jelentés valtozasat, melyet példaul a GS izoenzimek aranyanak
megvaltozasa jol jellemez [12].

A blzaban a nitrogénanyagcserét érintd valtozasok soran az aszparaginsav
ellatottsag is valtozik a kiilonbozé szovetekben [15]. Az aszparaginsav fontos korai
terméke a pirimidin nukleotid bioszintézisnek, melyet az aszpartat-karbamoiltranszferaz
(AKT) dolgoz fel, tehat a nitrogénanyagcsere valtozasai ezt az tvonalat is érinthetik.
Az AKT konzervativ aktiv helyének koszonhetéen buzaban és Escherichia coli

baktériumban ugyanazt a folyamatot katalizalja, de a két organizmus allosztérikus



inhibitora mar eltéré, buzaban uridil-monofoszfat, E. Coliban citozin-trifoszfat [16].
A kisérleti eredmény stresszélettani jelentdségét blizaban nem vizsgaltak, viszont a biiza
AKT allosztérikus szabalyozéasa utat nyitott 0j lehetséges herbicidek fejlesztésének
[17,18].

Az ilyen eltéréseck mutatjdk meg milyen nagy sziikkség van
az anyagcserefolyamatok mélyebb megértéséhez a fontosabb enzimek, szabalyozo
faktorok akar fajonkénti tanulmanyozasahoz, hiszen a fehérjemiikodésbeli eltérések
ismert fehérjeszerkezetek esetén sem feltétlentil prediktalhatok. Tobbek kozott ez tette
szamunkra indokolttd, hogy buzaban a kozponti szerepet betolté GS allosztérikus
szabalyozasat vizsgaljuk, annak ellenére, hogy részletes prokaridta modellek allnak

rendelkezéstiinkre.

2.2. Allosztérikus kooperativitas

2.2.1. A szabdlyozdsi formdk jelentosége, az allosztéria definicioja

Az ¢l6 rendszerekben sokféle szabalyozasi szint iranyitja a biokémiai, élettani
folyamatokat. Az egymasra ¢épild rovid, kozép és hosszi valaszidejii reakciok
Osszhangja biztositja a kiegyensulyozott €¢letmiikodést és az adaptalodast akar a sejt,
akar az egyed szintjén.

A szignaltranszdukcidés tutvonalakon keresztiil indukalédd expresszids és
poszttranszlacios valtozasok reakciok sorozatat igénylik. Igy tehat ezen reakciok
idejének Osszege sziikséges az intracellularis kornyezet megvaltoztatasahoz,
alkalmazkodasédhoz. A hossz valaszidejli reakciok lehetdséget nyujtanak Ujabb jelek
generalasara térben és idoben. Ez lehetvé teszi, hogy kisszamu jelgeneratorral szamos
valasz el6idézhetd legyen. A kalcium mint masodlagos hirvivé szamos folyamatban
szerepet jatszik. Ezt az teszi lehetévé, hogy a kalciumnak nemcsak a mennyisége, de
azzal egylitt mennyiségi valtozdsainak amplitidoja is meghataroz6 a vélasz
mindségének kivaltadsaban. Rédadasul a hosszl valaszidejli reakciok esetében a csokkend
vagy novekvd jelintenzitasok is értelmezhetdk lehetnek, a valaszt kivalto kiiszobértékek
megvaltozasaval [19].

A hosszu valaszidejii szabalyozdsi formdk a kémiai kornyezet gyors
megvaltozasa esetén viszont nem elegenddek a kiegyensulyozott intracellularis

mikodéshez. Barmely valtozas, amely egy €16 sejtben végbemegy, kémiai reakcio(k),
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molekularis kolcsonhatdsok kovetkezménye. Tehat minden kémiai inger, szignal
megjelenése a sejtet els6dlegesen biokémiai szinten érinti. A metabolikus ttvonalak
halozataban az egyes ciklusok koordinalt miikodéséhez tehat mar fehérje, enzim szinten
sziikség van ,,biokémiai kapcsolokra”. A kapcsolok olyan biokémiai szabalyoz6 elemek,
melyek mikodési mechanizmusa Onmagaban garantdlja a folyamatok rovidtava
Osszehangolt miikodését. Ezek a kapcsolok az allosztérikusan szabalyozott fehérjék.

Az allosztéria gorog eredetli elnevezése (allos = masik, steros = szilard, avagy
térbeli) a teljes molekulat érintd szerkezeti valtozasok bekdvetkezésére utal, a kivaltd
oktol eltérd helyen. Az allosztérikus fehérjéknek az olyan makromolekuldkat nevezték,
melyek miikodését bizonyos molekuldk kotédése olyan mdédon befolyasolja, hogy az
a fehérjemiikodés megvaltozasat okozza, akar a valtozésokat kivaltdé molekula
kotdhelyétdl eltérd helyen.

Késobb kritériumma valt, hogy a fehérje monomernek/oligomernek legalabb két
ligandumkoto hellyel kell rendelkeznie, és hogy a miikodésbeli valtozas elméletileg
valamilyen konformacios valtozason keresztiil valosuljon meg. Emellett az is a korai
modellek része volt, hogy az allosztérikusan szabdlyozott makromolekulanak
mikodésbeli  szimmetridval kell rendelkeznie. Az allosztéria Ujrafogalmazasa
a bakteridlis heptoz-izomerdz miikodési mechanizmusdnak feltarasaval valt igazan
sziikségessé. Ennek az enzimnek az allosztérikus viselkedése az eredmények alapjan
ugyanis nem jar egyiitt detektalhato konformaciovaltozassal [20].

Vannak kisérletek a fogalmak és az egyes szabalyozisi mechanizmusok
osztalyozasanak aktualizalasara [21], de a klasszikus terminologiak elhagyasahoz még
1d6 kell. A pontos definici6 az 1) felfedezéseknek koszonhetden maig csiszolodik,

annak ellenére, hogy az allosztéria kifejezés mar tobb mint fél évszazada hasznalatos,

[22].

2.2.2. Az allosztérikus szabdlyozds formadi

A szakirodalom alapjan abban nincs ellentmondas, hogy az allosztérikus
viselkedés a receptorok és enzimek (esetleg folyamatok) onszabalyoz6é miikddésének
tekinthetd, melyet egy effektornak az allosztérikus helyen torténd kotddése valt ki.
Az allosztérikus hely lehet magdban az aktiv centrumban, vagy attol tavol.
Az allosztérikus effektor pedig lehet az adott reakciora nézve serkentd vagy gatld

hatasu, amely alapjdn megkiilonboztetiink allosztérikus aktivatorokat és inhibitorokat.
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2. Szakirodalmi attekintés

Az allosztérikus helyek ¢és effektorok barmely tipusanak kombinécioja fennallhat.
Ezekre néhany szemléletes példat az 1. abra tiintet fel [23].

Az allosztérikus szabdlyozdsi mechanizmusok a metabolikus Utvonalakban
lehetévé teszik a feedback szabalyozast. Ekkor egy, a reakcidosorban késdbb
bekovetkezd reakcid terméke van hatdssal sajat szintézisére gy, hogy egy kordbban
bekovetkez6 enzimatikus katalizist befolyasol. Aszerint, hogy €z a hatas serkentd vagy

gatlo, pozitiv és negativ feedback mechanizmusokat kiillonboztetiink meg [24].

(a) Allosztérikus (b) Allosztérikus

.ﬂffektor . inhibitor

Aktiv
hely
-~

Allosztérikus

hely
(c) Allosztérikus (d) AIIoszterlkus
. aktivator effektor
Aktiv\ \ .
hely ~
i —
Allosztérikus Allosztérikus
hely hely
“” V4
AIIoszterlkus
effektor
Allosztérikus
hely

1. abra: Allosztérikus hatasok [23].

(a) Allosztérikus fehérjemiikodés a szimmetrikus modell szerint, az alegységek egyszerre,
azonos modon valtoznak meg. (b) Allosztérikus gatlas és (C) allosztérikus  aktivacio.
(d) Uj kétShely megjelenése allosztérikus effektor hatésara. (€) Egy enzim kapcsolddasa egy
allosztérikus szabalyozas alatt allo fehérjéhez. Mivel az enzim aktivitasa kozvetetten
allosztérikus kontroll alatt all a kapcsol6do fehérje allosztérikus szabalyozasanak kdszonhetden,
ez a tipusu konstrukcio allosztérikus kapcsoloként mitkodhet.



Egy adott ligandum ugyanazon fehérje monomeren vagy oligomeren tobb
kotohelyre is bekothet, és kotddése hatdssal lehet a tobbi kotohely feltoltddésére.
Ez az allosztérikus  szabalyozasnak egy speciadlis esete, melyet allosztérikus
kooperativitasnak neveziink. Ekkor az allosztérikus effektor az adott fehérje sajat
szubsztratuma, vagy liganduma. Kovetkezésképpen a kooperativ fehérjék szubsztratum
szaturacios gorbéje eltér a hiperbolikustol. Részben ezen eltérés nem artefaktudlis
eredetének igazolhatosaga miatt bonyodalmas volt az allosztérikus kooperativitas
bizonyitasa és fogalmanak honositasa a tudomanyban [25].

Az allosztérikus kooperativitds kimenetét tekintve lehet pozitiv vagy negativ.
Pozitiv kooperativitds esetén egy szubsztratum kotdédése eldsegiti a kovetkezo
szubsztratum kotddését. Igen részletesen targyalt mult szazadi példa erre a hemoglobin
oxigénkotésének mechanizmusa, ahol az elsé oxigén kotédése elésegiti a rakdvetkezo
bekotését. Ebbol adodik a szigmoid gorbével jellemezhetd szaturacié [26,27]. Negativ
kooperativitas esetén ¢épp az elézéek ellenkezbje jatszodik le. A szubsztratum
kotdhelyek feltoltddése akadalyozott, mivel az el6zd szubsztratum bekdtddése gatolja
arakovetkezd kotoédését az aktiv helyen [28]. Az eltéré allosztérikus kooperativitas

esetén tapasztalhato szaturacids gorbéket a 2. abra szemlélteti.

09=—————= (1) P p——
Relativ : :
telitettség : |
|
0.1— 1 0. 1efm = = I
H | 1 1
[Ligandum] [Ligandum] [Ligandum]
S S S
209 - 209 — =02 —
So.1 81 So1 4 So.1 400
Nincs Pozitiv Negativ

2. abra: A ligandum kotohelyek telitédése kooperativitas esetén [28].

Szubsztratum telitési gorbék (a) kooperativitas hianyaban, (b) pozitiv, (c) és negativ
kooperativitas esetén. A telitési gorbék alakja és a 90 és 10%-os szubsztratum telitettséghez
tartozo reakciosebesség aranya (Sgo/So 1) a kooperativitas fliggvényében valtozik.

2.2.3. Az allosztérikus kooperativitas alapmodelljei

Az enzimmiikddeés alapkoveit a XX. szazad elején tették le. Archibald Vivian

Hill hemoglobinnal kapcsolatos megfigyeléseit [26] kdvetéen sziiletett meg Leonor
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Michaelis és Maud Leonora Menten ma mar klasszikus szakirodalmi miinek szamito
kozleménye, a Die Kinetik der Invertinwirkung 1913 februarjaban [29,30]. Ebben
vezették le a ma mar Michaelis-Menten (MM) egyenletként emlegetett formulat, mely

egy hiperbolikus fiiggvényt definial:

py  Vmax X 18]
K., + [S]
Az egyenletben a vp aktualis sebesség értéke S szubsztratumkoncentracional
meghatarozhatd a Vs maximalis sebességbdl €s a maximalis sebesség feléhez tartozo
Km szubsztratumkoncentracio alapjan.
Hill b6 fél évvel késébbi kozleményében [27] a M-M egyenlet egy
n hatvanykitevd feltiintetésével boviilt, az egyenlet igy mar alkalmassa valt a Hill
észleléseit jellemzd szigmoid gorbe matematikai leirasara. Ez a Hill-egyenlet, melynek

n hatvanykitevdje leiroja utan a Hill koefficiens nevet kapta:

g Vma XIST"

K? + [S]?
ahol a maximalis sebesség feléhez tartozo szubsztrat koncentraciot az M-M egyenlettdl
eltéréen Ks-sel jeloljik és n > 1, Vegyik észre, hogy a M-M egyenletben ez
a hatvanykitevd 1-gyel egyenld, amely tehat a kooperativitas hidnyaban lehetséges.

A jelenségek matematikai leirdsa mellett még sziikség volt a fehérjék mitkodési
mechanizmusait leiré elméletekre. Az allosztérikus szabélyozés elso részletes leirdsa, és
kritérium rendszere Monod, Wyman és Changeux munkdja nyoman sziiletett meg [31].
A kozlemény szamos alapfogalmat tisztaz, és bemutatja a szimmetrikus modellt
(’concerted model’), melyet a szakirodalom napjainkban MWC-modellként emleget,
megalkotoi utan (3.abra). A modell megkoveteli legalabb egy szimmetriatengely
meglétét, az allosztérikus ligandum sztereospecifikus kotédését, valamint, hogy
kapcsolodasa alakitsa ki. Ezek mellett kijelenti, hogy legalabb két reverzibilis allapottal
kell rendelkeznie az allosztérikus oligomereknek, az atmeneti allapotok megvaltozasa
az affinitds megvaltozasaval kell, hogy jarjon és az allapotatmenetekkel a szimmetriaja

nem valtozhat.
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Az MWC modell szerint tehdt az egész oligomer Osszehangoltan,
szimmetrikusan valtoztatja az Aallapotatmeneket. Az oligomeren beliill az egyes
protomerek R (Relaxed =1laza) és T (Taut = feszes) tranzicios allapotban lehetnek,
melyek koziil a T allapot az inaktiv. Az MWC modell megmagyarazza az allosztérikus
muikodést, aktivaciot €s gatlast, az allosztérikus kotOhelyek bemutatasaval, és
alkalmazhatd pozitiv kooperativitdst mutatd rendszerekre. Hidnyossdga, hogy nem
kezeli, valamint homotrép interakciok esetén, vagyis tobb azonos protomer

kapcsolddasa esetén eleve elutasitja a negativ kooperativitas lehetdségét.

(a) Szimmetrikus modell

+A A +A | A +A AlA | +A Al A

A A Al A
O, O,(A,) O,(Ay) O,(Ay)

A A A A

Y r r r

0, 04(A) 0,(A,) 0,(A3) 0,(A,)

(b) Szekvencalis modell

+A | A A | A A A [ A[A] 4 | A]A
o0 00T O T L

0, 0,0(4) 0,0,(A,) OO(A5) O4(A,)

3. abra: Az allosztérikus kooperativitast magyarazo modellek [24].

(@& Monod-Wyman-Changeaux-féle szimmetrikus modell: az allosztérikus  hatasu
szubsztratum (A) kotédésének hatasara a protomerek Osszehangoltan valtoznak meg.
(b) Koshland-Némethy-Filmer-féle szekvencialis modell: a szubsztratumkotédés hatdsa csak
a kotésben szerepet jatszo monomert érinti, nem a teljes oligomert.

Az MWC modell hianyossagait a Koshland-Némethy-Filmer (KNF) modell
potolta, amely mar alkalmas volt a negativ kooperativitds leirasara. Levitzki és
Koshland felfedezte, hogy a CTP-szintaz glutamin szubsztratum szaturacios gorbéje
nem hiperbolikus €s nem is szigmoidalis. A gorbe telitédése M-M kinetikahoz hasonlo,

de bifazikus, egy toréspont osztja két részre. Ezt egy ligandum 4altal indukalt
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konformaciovaltozassal, negativ  kooperativitidssal =~ magyaraztak. Emellett
megallapitottak, hogy a fehérje az eltérd ligandumok kotddése esetén mas allosztérikus
viselkedést mutathat, vagyis tobbféle kooperativitassal rendelkezhet [32].

A KNF modell, mas néven szekvencialis modell, mar eltekint a szimmetrikus
mikodéstél. A KNF modell szerint a protomerek allapotvaltozdsainak nem
sziikségszerli egyszerre bekdvetkeznie, amelybdl adodik, hogy a valtozasok lehetnek
aszimmetrikusak. A KNF modell népszerisitette az tgynevezett ,,induced-fit”, vagy
indukalt illeszkedést, amely erdsen elrugaszkodik az akkor még népszerii kulcs-zar
elmélettél, mely feltételezte, hogy a szubsztritumok eleve pontosan, szorosan
illeszkednek kotOhelyiikkbe, mint kulcs az ajtéozarba. A monomeren/oligomeren
bekovetkezd valtozasokat ,,induced-fit” esetén aligandum kd&tddése okozza, de
a ligandum pontos illeszkedését annak kotéhelyén maganak a ligandumnak a bekotése
indukéalja. A modell megengedi a protomerek eltérd ligandum affinitasat, ami
megmagyarazza példaul a CTP-szintaz esetében megfigyelt kettds glutamin telitési
gorbét [33]. Az MWC és KNF modellek kozotti kiillonbségeket a 3. abra mutatja be.

Lewitzki és Koshland 6sszegezte és szemléltette, hogy a Hill koefficiens miként
jellemezheti a kooperativitast. A M-M egyenletben, amely a kooperativitas hianyat
irja le, ez a kitevo 1-gyel egyenld, n > 1 esetén a kooperativitas pozitiv, 0 <n <1 esetén
a kooperativitas negativ [32]. Tehat ha a Hill koefficiens tort szam, egy gyok fiiggvényt
ir le az egyenlet, amely kellden nagy n esetén igen hasonl6 egy MM-i hiperbolahoz.

Az ,,induced-fit” hipotézis vezetett el a ,,half-site” reaktivitaishoz. Megfigyelték,
hogy bizonyos valtozasok csak a protomerek szamanak felét érintik. A ,,half-site”
reaktivitas soran a ligandum kotédése az egyik protomeren olyan konformaciot alakit Ki
a masik protomeren, hogy az mar nem képes ligandum kotésére [34]. Napjainkban az
ilyen jelenségek leirasara a ,half-site” reaktivitas és ,half-of-the-sites” reaktivitas
kifejezések hasznalatosak. Ifj. Koshland a jelenséget a negativ kooperativitas extrém
eseteként irta le [28], amely mara nem példatlan a szakirodalomban [20,35,36].
A protomer fogalma ma mar kevéssé hasznalt, igy a ,half-site” reaktivitds fogalmat
gyakran a multimer enzimeket felépitd fehérje monomerek szamahoz kotve értelmezik.

Az allosztérikus szabdlyozasok, az allosztérikus kooperativitds eldnyei
onmagukban ritkdn mutatkoznak meg. Ezek a mechanizmusok akkor nyernek értelmet,
ha a jelenségeket rendszer szinten, Osszefiiggésekben vizsgaljuk. A kooperativitas
szubsztratum regulalt mechanizmusai lehetdvé teszik kiilonb6zd érzékenységl, eltérd

dinamikédval reagédld (6n)szabalyozd elemek jelenlétét a biokémiai haldzatokban.
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A pozitiv kooperativitds lehetdvé teszi egy relative sziik tartomédnyon beliil a gyors
telitddést. Ez adott koriilmények kozott egy rendkivill szenzitiv szabalyozast tesz
lehetévé. A negativ kooperativitds viszont lehetové teszi a 1épcsOzetes valaszreakciot,
ami egy rendszer stabilitasat tudja garantalni, azaltal, hogy viszonylag széles skalan
garantalja a fokozatos szaturaciot [37,38].

Az allosztérikus mechanizmusok egyre mélyebb ismerete segit megvilagitani,
hogy nem csak a sebesség meghatarozo 1épések lesznek jelentések a haldzatot alkotd
biokémiai konverziok sorozataiban. A nitrat-reduktaz (NR) a nitrogén asszimilacio
folyamatadban ilyen sebesség meghatarozd 1épést végez. Ez az enzim részben ezzel
keriilt a nitrogén anyagcsere iranti tudomanyos érdeklodés kozéppontjaba. Méara viszont
az anyagcsereutakat ¢és elemeik szabalyozasdt egymassal Osszefliggésben kell
vizsgalnunk. Ez indokolja a nitrogén anyagcsere enzimeinek mélyebb, 01j szemszogbdl

val6 vizsgalatat.

2.3. A nitrogén: felvételtol az asszimilacioig

2.3.1. A nitrogén felvétele, a nitrdt redukcioja

A nitrogén egy jol mobilizalodo esszencialis makroelem, amely aminosavak,
fehérjek, novekedésszabalyozd anyagok, primer és szekunder metabolitok épitdeleme.
A megfeleld nitrogén-ellatottsag elengedhetetlen a ndvények megfelelé novekedéséhez,
fejlédéséhez, ¢és reprodukcidjahoz. A gabonandvények termésmennyiségének
¢s mindségeének szempontjabol meghatarozo a talajban 1€vé nitrogén elérhetdsége,
a felvehetd nitrogén mennyisége. A talajoldatbol a ndvények a nitrogént elsdsorban
nitrat és ammonium forméajaban veszik fel.

A nitrat felvétele a plazmamembranon ativeld nitrat-transzporterekkel torténik.
A nitratfelvételt magas és alacsony affinitdsu rendszerek latjak el. Magas affinitast
transzportrendszerbdl egy konstitutiv és egy indukéalhatd transzportrendszert
kiilonboztetink meg. Ezek, bar eltéré Ky, értékkel rendelkeznek, a nitratfelvételt
alacsony nitrattartalma kozegben szolgaljak ki. Bdséges nitratellatottsag esetén
a harmadik, konstitutiv alacsony affinitdsu transzportrendszer teszi lehetévé a nitrat
felvételét. Ennek K, értéke joval az elézoek folott van [39—41]. Ezek mellett egy dualis
csatorna létezése is ismert, a kordbban NRT1.1-ként leirt nitrat-transzporter egy

poszttranszlaciéos moddosulasnak koszonhetéen alacsony ¢és magas affinitdsu

-14 -



nitrattranszportra is képes [42]. A NRT1.1 ladfiiben Ggynevezett transzceptor, vagyis
nemcsak a nitrat transzportjaért felel, hanem a nitratellatottsag jelzésében is szerepet
vallal [43]. A nitrat-transzporterek ezen kiviil névényi hormonok (pl.: abszcizinsav,
gibberellinek, indol-3-ecetsav) [44] és aminosavak (hisztidin) transzportjaban is
szerepet jatszhatnak [45,46]. A ndvényekben a nitrat iranyitott felvétele és célhelyre
juttatdsa szadmos inter- ¢&s intracellularis teret elhatarol6 membran feliileten
kihelyez6dott nitrat-transzporteren at szabalyozottan valdosul meg a xilém elemeken
keresztiil. A felvett nitratot a sejtekben a nitrat- és nitrit-reduktaz enzimek redukaljak
végiil ammonidva.

A nitrat ammoniava redukalashoz az elso 1épést egy oxidoreduktdz enzim, a NR
katalizalja. Novényekben NADH (EC 1.7.1.1. korabban EC 1.6.6.1) [47] és NAD(P)H
specifikus (EC 1.7.1.2, korabban EC 1.6.6.2) [48,49] formait irtak le. A nitrat redukcid
anitrat asszimilacidjanak elsd, egyben sebesség meghatarozd 1épése. Az enzim
monomert egy FAD, egy hem és egy molibdoprotein domén alkotja. Az enzim dimer
formaban aktiv, a dimer szétkapcsolasa a NR inaktivalasanak egyik lehetséges modja
[50,51]. A nitrat redukcioja nitritté a citoplazmatikus térben megy végbe, ennek

katalizisét a NR a kovetkezok szerint hajtja végre:

NOs + NAD(P)H + H* - NO»+ NAD(P)* + H,0

A NR nemcsak nitrat, de klorat és nitrit redukalasara is képes [40,52].
A NR andvényekben szolubilis €és plazmamembran kotott formaban is eléfordul.
A gyokér specifikus plazmamembran kotott forma nitrit redukcidjaval nitrogén
monoxidot, ndvényi novekedésszabalyozd anyagot termel, amely viszont csak
a katalizalt reakciok koriilbeliil 1%-aban képzddhet [53,54]. A NO termelésben
valoszinlileg nagyobb jelentdséggel birnak méas hem csoporttal rendelkezd fehérjék
[55].

A NR altal termelt nitrit transzporteren keresztiil, irdnyitott modon jut be
a kloroplasztiszba [56,57]. A nitritet a kloroplasztiszon beliil egy tovabbi oxidoreduktaz,

a nitrit-reduktaz (NiR, EC 1.7.7.1) alakitja ammo&niumionna:

NO2- + 8H* + 6e- » NH4*+H20
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A ndvények altal generdlt, vagy felvett ammonia vizes kdzegben protonalodik,
ammoniumionként (NH,") és kis mennyiségben ammoniaként (NH3) van jelen.
Mig a toltéssel nem rendelkez6 ammonia szamdra a plazmamembran atjarhato, addig
az ammoéniumion a plazmamembranon ammonium-transzporterek segitségével jut at.
Az ammonium-transzporterek integrans membranfehérjék, melyek transzmembran
doménjei csatornat képeznek a membranon keresztiil, lehetévé téve az ammonium
uniportjat [58]. Novényekben eddig csak magas affinitasi ammonium-transzportereket
irtak le [59]. Az egységnyi pH csokkenéssel az NH3 forma mennyisége a tizszeresére né
hatart, az ammoéniumion miel6bbi asszimilacidja esszencidlis a ndvényen beliili
irdnyitott nitrogén transzporhoz.

A tépanyagfelvétel és a nitratredukcid mellett a pillangosvirdguakra jellemzd
nitrogénfixalasbol, de mas biokémiai folyamatokbdl is jelentés mennyiségii ammonium
szarmazik. Fehérjék ¢és aminosavak lebontasa, transzaminacios reakciok ¢és
a fotorespiracié mitokondridlis glicin dekarboxilacids 1épése sordn nagy mennyiségii
ammonia szabadul fel. A képzd6dott ammonia asszimilacidjaért pedig elsdsorban a GS
enzim felelds.

Osszességében a nitrat felvételében szerepet jatszo alacsony és magas affinitasu
transzportrendszerek Dbiztositjak, hogy a gyokér a novekedése soran barmilyen
nitrattartalmt talajrétegbe érve folyamatos nitrogénellatast biztositson. A szervetlen
nitrogénformak transzportfolyamataiban és a nitrdt redukaldsdban szerepet jatszo
fehérjék mennyiségi valtozdsai expresszids ¢€s poszttranszlacids szinten ol
szabalyozottak. A nitrogénellatottsag egyértelmiien visszahat a nitrogén felvételére,
asszimilacigjara, és a jelatviteli rendszereken keresztiil a novekedésre és fejlddésre
[41,61]. Ezek a folyamatok a hosszitava alkalmazkodast teszik lehetdvé, a kémiai
folyamatok reakcididejéhez mérten igen lasstiak. Az ionikus szervetlen nitrogénformak
feldasulasa negativan hat vissza a sejtben végbemend elektron transzport folyamatok
miikddésére, igy az asszimilacios folyamatok sebessége és iranyitottsdga esszencialis

fontossagu.
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2.3.2. A glutamin-szintetaz

A GS enzim minden eddig vizsgalt él6lény nitrogén anyagcseréjében kiemelt
szerepet tolt be az ammonia asszimildciojdban, és az aminosav anyagcserében.
Az enzim egy ammoniumiont kot egy glutaminsav molekuldhoz, melynek

eredményeképpen egy glutamin jon 1étre a kdvetkezd modon:
NHa* + L-glutamat + ATP — L-glutamin + ADP+ Pi+H*

Ez az in vivo szintetikus reakcid, melynek energiaigényét tehat egy ATP
molekula y-foszfatjanak hasitasi energiaja fedezi. Emellett az enzimatikus katalizishez
kétértékli kationok magnézium és/vagy mangan jelenléte sziikséges.

A GS-nak 3 féle katalitikus aktivitasat irtdk le. A fent bemutatott bioszintetikus
reakcio mellett mesterséges szubsztratum, hidroxilamin hozzdadasaval masik két
reakcio mehet végbe. A keletkezé y—glutamil-monohidroxamat (GMH) fotometrias
modszerrel detektalhatd. Az enzim aktivitasat elsésorban ezért ezekkel a modszerekkel
hatarozzak meg. A reakciokorilményektdl fliggden ez lehet egy modositott szintézis

iranyu reakcio, kétértéki kation (Mg2+) hozzaadésaval:
NH20H + L-glutamat + ATP — y-glutamil-monohidroxamat + ADP + P;

A masik lehetdség egy reverz reakcid, melyet a szakirodalom transzferaz reakcioként

emleget. A reakcio Mn?*, NazAsOy alkalmazasa mellett Jjatszodik le az alabbi modon:
Glutamin + NH20H + ADP + P; — y-glutamil-monohidroxamat + NH3

Mindkét modszer elfogadott, és jol alkalmazhato a GS aktivitasinak mint élettani

paraméternek a mérésére.

2.2.2.1. A glutamin-szintetazok szerkezete

Tobbféle GS izoenzim alegység Osszetételérdl sziilettek kozlemények
a szakirodalomban. Az eddig vizsgalt alegységek 12, 10 vagy 8 alegységesek.
Az alapjan, hogy az alegységek hany aminosavbdl allnak, harom GS tipust

kiilonboztetiink meg (GSI-111). A GSI és GSIII elsésorban prokaridtakra jellemzo,
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a GSlI-t pedig inkabb eukariota GS-ként tartjak szamon. Az alegységek kapcsolodasat
biztositd masodlagos kolcsonhatasok az egyes izoformdk esetében mas felszineken
jonnek létre [62]. Az alegységek kozti intra- és intermolekularis kdlcsonhatasokat a 4.
abra szemlélteti.

A GS szerkezet-funkcié kapcsolatait prokariotakban nagy részletességgel
tanulmanyoztadk. A GS egy tobb alegységes enzim, melynek aktiv centrumat egy
alegységpar alakitja ki. A prokariota GS-ok dodekamerek, melyeket két egymadssal
szembe forditott hatos gytiri alkot. Az egymadssal szemben elhelyezkedd alegységparok
igy hat katalitikus helyet alakitanak ki, melyek az egyik alegység C-terminalisa, és
a masik alegység N-terminalisa kozt jonnek 1étre [63]. A szerkezetet hidrofil-hidrofob
kolesonhatasok stabilizaljak. A kolcsonhatas kialakitasdban az alegységpar egyik
monomerének olyan C-terminalis fel6li hélixe jatszik kulcsszerepet, amely az ellentett
oldali alegységbe illeszkedik [64]. A C-terminalis végen egy adenililacios hely
talalhatd, mig az adenililacid6 megsziintetésében szerepet jatszd domént az

N-terminalison irtak le Escherichia coliban [65].

GslI Gsll Gsli

4. abra: A GSI-III tipusi izoenzimek alegységeinek kapcsolodasi felszinei. [62]

GSI: Salmonella typhimurium, GSII: Zea mays, GSIII: Bacillus fragilis. Az elegységek
kapcsolodasat biztositd intermolekularis kapcsolatok kékkel, az intramolekularis kapcsolodasok
pirossal vannak feltiintetve. A kevéssé esszencialis intermolekularis kapcsolodasi felszinek
narancs szinnel jeldltek.
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A prokariota enzim aktiv centrumonként két bivalens kation kotohellyel, egy
nl és egy n2 kétdhellyel rendelkezik. Az nl kotéhely Mg®* affinitasa 50-szer nagyobb
az n2 kotéhelyénél. Ennek megfeleléen ezen kotdhelyek szubsztratumaftinitasa eltérd,
az nl kotohely Mg2+-ra specifikusab, mint az n2, ahol a magnézium Mn?*-ra cserélhetd.
Az nl kotéhelyen kotott fémionnak szerkezetstabilizald hatasa van, mig az n2-nek
az adenililacios allapot befolyasolasaban van szerepe [66]. A prokaridta GS-ok
aktivitasat befolyasolhatjdk egyes nitrogénanyagcsere-termékek, igy a prokariota
nitrogén-anyagcsere a GS glutamin termelésén keresztiil negativ feedback szabalyozas
alatt all. Ezen termékek effektor hatdsanak megnyilvanuldsa az adenililacios allapottol
fligg. Az adenililalatlan enzim aktivitasat nem gatoltak az anyagcsere-termékek [67].
A Mn?* kotédése feltétele az adenililacio végbemenetelének, igy a Mn?* bekétddése
determinalja a prokariota GS miikodését a feedback szabalyozas 1étrejottét.

A magasabb rendii novények szerkezetérdl kevesebb ismerettel rendelkeziink.
Az eddigi vizsgalatok szerint a kukorica (Zea mays) GS felépitése hasonld
a prokaridtaknal leirtakhoz, de szamos kiilonbség is mutatkozik. Az aktiv enzim
10 alegységes, a dekamert két 5-0s gylr(i alakitja ki (5a abra). Az aktiv helyet
a prokaridtakhoz hasonloan egy alegységpar alakitja ki, egy C- és N-termindlis vég
kapcsolodasaval. Viszont a novényi GS-ok C-terminalisarél hianyzik az adenililacios
hely, illetve nem rendelkeznek az alegységeket Osszekapcsolo, a fogadd alegységbe
mélyen benytld hélixszel, és a hélixet fogadd hely is hidnyzik. Az alegységeket
Osszetartd kolcsonhatasok csak a monomerek kiilsé felszinei kozott jonnek 1étre [63].
A Medicago truncatula szerkezetét is hasonlonak irtak le [68]. A kukorica és Medicago
GS-t leird tanulmanyok prokariotakban tultermelt GS fehérje szerkezetét jellemzik.
A Medicago truncatula szerkezeti modellének alapjaul a kukorica modell szolgalt.
A kukorica modell megalkotasakor viszont a mar meglévé prokariota modellekre
tamaszkodtak.

Oktamer GS izoenzimek szerkezetét vizsgaltak borsd (Pisum sativum) és bab
(Phaseolus vulgaris) novényekben is. A borsondvény kloroplasztiszban lokalizalt
izoenzimérdl elektronmikroszkopos felvételeket készitettek [69,70]. A vizsgalathoz
kloroplasztiszbol tisztitott GS enzimfehérjét hasznaltak fel. A felvételeken lathato, hogy
az enzim 8-alegységes (5b abra). A tanulmanyban bemutatott modell szerint az enzim
két tetramer gylirQi kapcsolodasaval jon 1étre, ahol a monomerek a gytrli két oldalarol

part alkotva alakitjak ki az aktiv helyeket, ahogyan a prokariotik esetében is.
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A borsdé modellel részben Osszhangban, részben ellentmondva sziiletett egy
részletes tanulmdny a bab GS szerkezetérdl is. Az aktiv helyet a bors6 esetében is
alegység dimerek alakitjdk ki, de a teljes komplex kialakuldsanak egységei
az el6zéekkel ellentétben nem a monomerek, hanem maguk a dimerek. A modell szerint
a dimerek alkotnak kozéppontosan szimmetrikus gytriiket, melyek 90°-kal elforgatva
helyezkednek el egymas alatt (5c abra). Vagyis a katalitikus alegységek stabilitasat
els6sorban nem a gytirtik, hanem a dimerek kozotti kolcsonhatasok szabjak meg [71].
Prokariotakban bizonyitottak, hogy a gylrtr6l dimerek valhatnak le [72], novények
esetén pedig egy cikk emlit aktiv tetramercket, melyek 1% B-merkaptoetanol
hozzaadasara jelennek meg levélbdl késziilt kivonatban [73]. Ezek az eredmények
igazoljdk Llorca ¢és munkatarsainak fenti kovetkeztetéseit, a dimerek stabil

kolesonhatasarol.
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5. abra: Novényi kloroplasztiszban lokalizalt glutamin-szintetazok szerkezete.

(a): Kukorica (Zea mays L.) citoszolikus GS kalkulalt szerkezete [63], (b): Borsd (Pisum
sativum L.) kloroplasztisz GS elektronmikroszkopos felvétel [70], (c): Bab (Phaseolus vulgaris
L.) kloroplasztisz GS szerkezeti modellje: a feltételezett aktiv helyek pirossal, a feltételezett
ATP kotdhelyek z6ld rombusszal jeloltek [71].

A tobbféle modell ravilagit arra, hogy bar a katalitikus hely evollcidsan
rendkiviil konzervalt, a holoenzim szerkezete, 0sszeépiilésének mddja nem univerzalis.
Az irodalomban egymadsnak ellentmondé eredmények vannak arrdl, hogy a GS gytirik
szétvalasuk utdn megtartjdk-e az aktivitasukat. Ugyanigy valtozd eredmények sziilettek
azzal kapcsolatban is, hogy az egyes organizmusokbdl szarmazé izomerek hany
alegységes oligomerekre eshetnek szét valamely denaturald agens hatasara. A Bacillus
subtilis GS dodekamere wurea hatdsara denaturalodik, ennek kovetkeztében

a holoenzimrél dimerenként hasadnak le az alegységek, melyek végiil maguk is
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szétvalnak [72]. A cukorrépa (Beta vulgaris) GS oktamere feltehetleg olyan
tetramerekké disszocial, melyek megfeleld B-merkaptoetanol kezelés mellett

megtarthatjak aktivitasukat [73].

2.2.2.2. A novényi GS jelatvitelben betoltott szerepe és ismert szabalyozoi

A prokariota GS-ok a fentebb bemutatott irodalmi adatok alapjan tehat negativ
feedback szabalyozas alatt allnak, melyet az adenililacid és a Mn?* ion kotédésének
allosztérikus hatasai tesznek bonyolultabba.

A GS kolcsonhatasat 14-3-3 proteinnel Medicago truncatula névényben irtak le.
Ezt a kapcsolatot egy szerin oldallanc foszforilacidja teszi lehetdvé. Feltehetdleg, ennek
az enzim aktivaciojaban, egy ,,ON/OFF” tipusi szabalyozasban lehet része [74].
A GS kolcsonhatasat 14-3-3 fehérjékkel azota sem mutattak ki mas ndvényekben.

Ludfii novényben felfedezték, hogy a GS2 az ACRI11 uridilil-transzferaz szeri
fehérjéhez kozvetleniil kapcsolodik, melynek kovetkeztében megvaltozik az aktivitasa.
Bar az aktivitds maximuma nem novekszik, az ACR11-el valo kotodése a szubsztratum
telités mechanizmusat valtoztathatja meg. Ezt az adott kisérletsorozatban a K, érték
megvaltozasa mutatta [75]. Tehat az ACR11 a GS-on keresztiil a GS-GOGAT-GDH
rendszer érzékenységét valtoztatia meg, melyet a GS, a glutamin: 2-oxoglutarat-
amintotranszferaz (GOGAT) és a glutaminsav-dehidrogenaz (GDH) enzimek alkotnak.
Ez az eredmény kiilondsen annak fényében érdekes, hogy az ACR11-r6l azt kozolték,
hogy a kloroplasztisz lokalizalt ferredoxin kofaktort hasznalé Fd-GOGAT
poszttranszkripcios modositasaért lehet felelGs [76].

A GS aktivitasat az eldézdek mellett kozvetleniil befolydsolja a sejtek
redox-allapota [77]. Valamint kimutattadk, hogy a GS-t a nitrogén-monoxid altal
kivaltott tirozin-nitracio inaktivalhatja Medicago truncatula noduluszokban. A nitracio
mértéke Osszhangban volt az effektiv nitrogénfixalassal, és ugy tiinik, a GS
inaktivacioja befolyasolja a NO altal kivaltott antioxidans valaszt. Ezt azzal
magyarazzak, hogy a GS aktivitds csokkenésével a glutaminsav nagyobb aranyban
fordithatd glutationszintézisre, amely az antioxidans rendszer egyik meghatarozo

szerepldje [78].
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2.2.2.3. A glutamin-szintetaz a novényi anyagcserében

A nitrogén anyagcserében a GS minden eddig vizsgalt fajban rendkiviil fontos
funkciot lat el. A GS izoforméak minden €l61ényben szinte azonos jelentéséggel birnak
az ammonia detoxifikacioban és a glutaminsav-glutamin konverzié altal az aminosav-
anyagcsere folyamataban. A GS izoenzimeknek az ¢ldvilagban betdltott funkcidjaban
azonban vannak arnyalatnyi kiilonbségek. Az organizmusok, mint eltérd €16 rendszerek
szintjén egyes folyamatokban sajatsagosan, a GS nagyobb hangsulyt kaphat. A GS
a prokariotakban kiilon kiemelt szerephez jut a mar emlitett feedback szabalyozason
keresztiil a nitrogén ¢€s aminosav-anyagcsere koordinalasaban. Magasabb rendi
allatokban, és emberekben pedig a GS megfeleld expresszidja ¢és milkodése
elengedhetetlen az idegrendszer normal miikodéséhez, a glutaminsav mint szignal
molekula mennyiségének befolyasoldsan keresztiil.

A szakirodalomban széles korben elterjedt allaspont, hogy a névényekben a GS
legfontosabb szerepe foként a felvett nitrogén asszimilacidja és a ndvényi szervezetben
képz6dé ammonia reasszimilacioja. Ez két fontos sajatossag miatt lehetséges. Egyrészt
az enzim nagy affinitdssal koti meg az ammoéniumiont az aktiv helyen, amit nagy
hatékonysaggal  hasznosit. = Masrészt a  ndvényi  nitrogénfelvétel  soran
a glutamin-szintetaz az elsé a biokémiai konverziok sorat végrehajtdo enzimfehérjék
lancolatdban, amely szénvazhoz képes kotni a szervetlen ammoniumiont.

Novényekben, lokalizacidjuk alapjan kétféle izoenzimet kiilonbdztetiink meg,
a GS1-et a citoszolban és a GS2-t a kloroplasztiszban. Az izoenzimeket nuklearis gének
kodoljak, fajonként eltéré szamban. Mig a citoszolikus formakat ludfiiben 5 [79],
tritikaléban 4 [80], rizsben 3 [81] gén kodolja, addig az emlitett fajokban
a kloroplasztiszban lokalizalt formaért egyetlen gén felelds.

A buza elsédleges nitrogénasszimilaciojaban a citoszolikus GS1 jelentdsége
kiemelkedé a talajoldatbol felvett ammoniumion megkotésével. Emellett a GS2
az ammoéniumot termeld nitrit-reduktadzzal egyiitt lokalizdlodik a kloroplasztiszban,
kozvetleniil hasznositva a nitrat redukci6jabol szarmazo asszimildlhato nitrogént.

Habar mindkét izoforma rendkiviil fontos a nitrogén asszimildcidjahoz, de
egyéni feladatkdrilk mas fiziologids allapotokban teljesedik ki. Ammoéniumion nem
csak az ammoniumion felvételbol és a nitrit redukciobol szarmazhat, katabolikus,
deaminécids reakciok termékeként, a fotorespiracids ciklusban is jelentds mennyiségii

ammo&nium szabadul fel.
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A fotorespiracio, egy fotoautotr6f CO, fixdcid a szénanyagcsere egy igen
jelentés utvonala, amely a Rubisco oxigendz aktivitasabol ered. Ebben az utvonalban
a Rubisco terméke egy glicerinsav-3-foszfat (3PG) mellett egy glikolsav-2-foszfat
(2PG) molekula. Két molekula 2PG-bol a folyamat végén egy CO, és egy 3PG
molekula képzddik, melyek rendre bekapcsolodhatnak a CO;-fixdcidba, valamint
Calvin-Benson ciklusba [82]. A 2PG a kloroplasztiszban glikolatta alakul, amelynek
peroxiszomalis konverzidja sordn glicin képzddik. A glicint a mitokondrialis
glicin-dekarboxilaz multienzimkomplex alakitja at szerinné [83]. A fotorespiracios
ciklusban ennél a 1épésnél rendkiviil nagy mennyiségli ammonia szabadul fel. A C3-as
novényekben a fotorespiraciés ciklusban képz6dd ammonia a nitratredukciobol
szarmazd mennyiségétél akar nagysagrendekkel is nagyobb lehet [84]. Bizonyitast
nyert, hogy a novények levelében megtalalhaté izoenzimek koziil a GS2 izoforma
kulcsfontossagii ennek a fotorespiraciés ammoniumnak a megkdtésében [85].
Amennyiben a GS2 aktivitas nem koveti kielégitben az ammoénium képzddését,
anovény ammoniakibocsatasa megnovekedhet [86]. Az emittalt ammoniat pedig netto
energiaveszteségként is elkonyvelhetjiik, tekintve a nitrogén asszimilaci6 ATP
koltségét. Ebbol kovetkezik, hogy andvényeknek a befektetett energiaval felvett
nitrogént meg is kell tartaniuk, és hidba rendelkezik a ndvény mas aminéacids reakciokat
végrehajtd enzimekkel GS2 az, amely ezt a feladatot képes ellatni.

Mindemellett a GS1 szerepe sem elenyész6. Az Oregedé ndvényi részekben
proteolitikus lebontd folyamatok indulnak be. Ezen folyamatok sordan a ndvényi
sejtekben extra ammonium jelenik meg. Az dregedéssel a kloroplasztisz lokalizalt GS2
fehérje mennyisége lecsdokken, mig a citoszolikus GS1 izoforma mennyisége novekszik.
A szeneszcencia soran tehat az ammoniaveszteség minimalizalodik a GS1 ndvekvd
aktivitasanak koszonhetden, egyuttal a GS1 a nitrogént transzlokalhatova teszi
afloémen keresztiil [87]. So6t, a floém jol szabalyozott aktiv feltdltédése
a kisérésejteken keresztiil megy végbe, ahol csak a citoszolikus izoforma van jelen [88].
Hasonl6an, a stressz indukalta korai 6regedés folyaman is csokken a GS2 mennyisége,
mig a GS1-é ezzel parhuzamosan novekszik [12]. Tehat a kloroplasztiszt érintd
szeneszcencia vagy stressz indukalta degradacio ¢és katabolikus folyamatok
a kloroplasztisz lokalizalt GS2-t 1s ¢érintik, melynek kovetkezményeként megnd
a citoszolikus GS1 biokémiai és élettani jelentdsége.

A glutamin-szintetaz a GS-GOGAT-GDH utvonal eleme (6. abra). A GOGAT

a glutamint metabolizalja a kloroplasztiszokban. Egy molekula a-ketoglutarsavval és
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glutaminnal a GOGAT 2 molekula glutaminsavat hoz 1étre. A glutaminsavat GDH
hasznositja, amely ammoniumot és 2-oxoglutarsavat képez [89]. A GDH in vitro
a reverz reakciodt is katalizalhatja, ami miatt olykor maig tudomanyos vita targyat képezi
a GDH ammonia asszimilacioban betoltott pontos szerepe [90]. A nitrogénraktarak
katabolizmusa esetén megfigyelték a GDH aktivitdsanak novekedését. Ez specialis
nevelési kortilmények kozott is eléfordul, mikor a nitrogén rendkiviil nagy feleslegben
elérheté a novény szamara [91]. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a GDH legfeljebb
specialis koriilmények kozott jut komolyabb szerephez a masodlagos nitrogén
asszimilacioban, és els6dleges feladata a 2-oxoglutarsav termelése, mely a trikarbonsav
ciklusban hasznosul [2]. Emellett a megallapitas mellett szol az az érv is, hogy a GDH
ammonia affinitisa joval a glutamin-szintetazé alatt marad [91]. Emellett
az aszparagin-szintetaz is hasznal ammoniumiont, de joval kisebb hatékonysaggal,

mint a GS.

Nitrogén Fotorespiracio Aszparagin
forrasok A
N, <,

NH, _______)@ Glutaminsav<\
NO; — @
A

szparaginsav

f
GIutammsav Glutamln

Ammosavak
Trikarbonsav

ciklus

I Glutaminsav a-ketoglutdrsav «——

6. dbra: A glutamin-szintetiz a névényi anyagcserében.
A glutamin-szintetaz (GS) kozponti szerepe glutamin és a glutamat legjelentGsebb forrasai és
felhasznalasa, a szén- és nitrogén-anyagcsere kapcsolata. AS-A: aszparagin-szintetaz;
AS-B: aszparagin szintdz; GDH: glutamat-dehidrogenaz; GOGAT: glutamin-2-oxoglutarat-
aminotranszferaz. (Miflin és Habash munkaja alapjan [2])

Fehérjék
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A glutamin-szintetdz nem az egyediili enzim, amely a glutamin, glutamat és
ammonium mennyiségét kontrollalja, mégis ennek az enzimnek van a legjelentésebb
biokémiai szerepe, mind az elsddleges, mind a masodlagos nitrogén asszimilacidban.
A GS izoenzimek nélkiilozhetetlen szerepét tobb mutans analizis is igazolta. Arpa GS2
mutdnsok nem képesek forotrespiracios koriilmények kozt ndvekedni, illetve ilyen
esetben nd a novények ammoniakibocsatasa [92]. Rizsben a GS2 koszuppresszioja
andvényt képtelenné tette az elégséges nitrogénmobilizaciéra, ami a szén/nitrogén
arany eltolodasat okozta. Emellett a cukrok ¢és a szerves savak felhalmozodasat
figyelték meg [93]. GS1 taltermeld rizs mutansokban azt tapasztaltak, hogy a novényi
sejtekben lecsokkent a szervetlen nitrogén formak mennyisége. A GS1;2-thltermeld
vonalak stressz ellenallosadga csokkent sO, szdrazsdg ¢és hideg stressz esetén.
A stressztlirés romlasat a GS1;1-tultermeld ndvények esetében nem tapasztaltik, sot
egyes fejlodési fazisokban ezeknek a vonalaknak nétt a foszfinotricin (GS gatldszer)

ellenallosaga [94].

2.2.2.4. A glutamin és glutaminsav szerepe a ndvényi anyagcserében

A GS-GOGAT-GDH ciklus tehat kozvetleniil befolyasolja a glutamin és
glutaminsav mennyiségét. A glutamin ¢és glutaminsav a kloroplasztiszbol
karboxilat-transzportereken keresztiil jut ki. A glutaminsav a glutamat-malat (DiT2)
antiporter segitségével jut ki a kloroplasztiszbol, a malatot pedig egy
malat-2-oxoglutarsav ~ (DiT1) antiporter juttatja vissza a  kloroplasztiszba.
Ezek a transzporterek nem teljes mértékben specifikusak, a glutaminsav helyett
glutamin, de mas vegyiiletek is transzportalodhatnak elenyész6 mértékben [95,96].
ADIT1 és DiT2 mellett régota feltételezik egy glutamin-glutaminsav antiporter
1étezését [90,97], de még nem sikeriilt izolalni. FenyGben talaltak arra utald
bizonyitékokat, hogy Ilétezhet ilyen transzporter [98], ahol is ugy tlnik, hogy
a citoszolikus GS1 az uralkodo izoforma [99].

Amennyiben buzaban csak az eddig ténylegesen karakterizalt DiTlés Dit2
transzportrendszerek dolgoznak, az esetben a kloroplasztiszbol nagy valdszintiséggel
a glutaminsav jut ki nagyobb mennyiségben. Tehat a GOGAT-nak nem csak
az a szerepe, hogy a GDH-t és a GS-t ellassa szubsztratumtal, de egyben glutaminsav

formajaban teszi transzportalhatova az asszimilalt nitrogént.
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Az asszimilalt nitrogén a floém elemekben széllitodik a felhasznalas helye felé.
A buza floémnedv teljes aminosav tartalmanak legnagyobb részét a glutaminsav
teszi ki, de jelentds még az aszparaginsav tartalma is [15,100,101]. Lehetséges, hogy
az aszparaginsav egy oxaloacetatbol és egy glutaminsav a-amino csoportjabol jon 1étre
az aszpartat-aminotranszferaz (EC 2.6.1.1) kdzremikodésével [102]. Az aszparaginsav
felhasznaldsa az aszparagin-szintdz altal valosul meg. Az enzim a mar glutamin
formajaban asszimilalt ammonia felhasznaldsaval képes létrehozni aszparaginsavat és
glutaminsavat.

Az is ismert, hogy a glutamin és glutaminsav mennyisége, aranya megvaltozhat
az egyes szovetekben eltérd nitrogén-ellatottsag alatt. Valdsziniileg ennek szerepe lehet
a novények hosszutavu jelatviteli folyamataiban [15].

Magasabbrendii allatokban a glutaminsav nemcsak metabolikus, de jelatviteli,
neurologiai szempontbdl is egy igen fontos molekula. Ezért a glutamat-receptort mar
rég ismerik és tanulmanyozzdk mind allati, mind human vonatkozasban. Az éallati
ionotrép glutamat-receptorokkal homolog szekvencidkat az ezredforduld kornyékén
irtak le részletesen ludfiiben [103]. Ismert volt, hogy az aminosavak hatassal vannak
anovények novekedésére és fejlodésére. A glutaminon kiviill minden mas esszencidlis
aminosav gatolta a gyokérndvekedést. Ugy gondoltak, a gatlas a biokémiai egyenstly
felbomlasanak eredménye. A jelenséget akkor altalanos aminosav gatlasnak nevezték el
[104,105], melyet novekedési és farmakologiai tesztekkel késébb részletesen
tanulmanyoztak. [106,107]. Végiil a novényi glutamat receptor-szerli fehérjéket ugy
azonositottak, mint aminosav-érzékelé ioncsatornakat [108]. Glutamat receptor
homologokat a plazma- és kloroplasztisz membranban is azonositottak [109], emellett
a mitokondridlis membranban is talaltak bizonyitékot a glutamat receptorok jelenlétére
ludftiben [110].

A novényi glutamat-receptor tehat az ezredforduld utan kertilt igazan a figyelem
kozéppontjaba. Szignalizacidés halozatokban, élettani folyamatokban betdltott pontos
szerepe pedig jelenleg is felderités alatt all [111,112]. Feltételezik, hogy ezeknek
szerepe lehet a nitrogén, vagy aminosav ellatottsag érzékelésében [113].

A glutamin €s a glutaminsav tehat egyrészt fontos biokémiai reakciok kiindulasi
anyagai. Altaluk a GS-GOGAT-GDH cikluson 4t a 2-oxoglutarsav képzédésén
keresztiil kapcsolatba keriil az aminosav-anyagcsere a trikarbonsav ciklussal.
A glutaminsav raadasul a klorofill bioszintézis alapja is [90]. De mindezek mellett

a glutamatreceptor-szerti fehérjék felfedezésének koszonhetden a glutaminsav ma mar
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nem csak egy metabolikus intermedier a nitrogén anyagcserében, hanem a ndvényi
jelatviteli halozatok egy ujabb jelmolekuldja [114], melynek metabolizmusat érdemes

vizsgalni.

2.2.2.5. A buza glutamin-szintetazai

A GS izoformakat az igencsak Osszetett és méretes allohexaploid bliza genomja
tobb helyen kodolja. Szekvencia homoldgia alapjan 10 szekvencia kédolja a GS
izoenzimeket, melyek 4 alcsaladba rendezhetok a kovetkezOk szerint: GS2 (a, b és ¢),
GS1 (a, b és ¢), GSr (1 és 2) és GSe (1 és 2). Az atirodo fehérjék rendre 427, 356, 354
¢s 362 aminosavbdl allnak. Csak a GS2 rendelkezik a kloroplasztiszba valé bejutashoz
sziikséges tranzit peptid szekvenciaval. Ez alapjan a GS1, GSr, és GSe izoformakat
citoszolikus izoformakként tartjuk szamon. A publikalt szekvencia alapjan a GS2
izoenzimek rendkiviil konzervaltak [88] A 427 aminosavbdl allo fehérjék csak néhany
aminosavban térnek el. A GS2b a GS2c-t6l 3, GS2a a GS2c-tél 5, mig a GS2a
a GS2b-t61 8 helyen tér el. Ezen kiilonbségek tobbsége neutralis, nem polaros aminosav
cseréje neutralis, polaros aminosavra. AGS2b és GS2c¢ 273. bazikus, arginin aminosava
helyett a GS2a-ban glicin szerepel, és a GS2b és GS2c-hez képest a GS2a a 362.-es
aminosav pozicioban egy —SH csoportot nyer egy glicin—cisztein cserével.
Arabidopsisban a citoszolikus GS izoformat kodold szekvencidkban irtak le olyan
kitlintetett poziciokat, melyek kozvetleniil befolyasoljak a szubsztratum affinitast [115].
A homoldég buza GS2 szekvencidk kozotti eltérések viszont nem érintik ezeket
a kitlintetett pozicidkat. Ezek a cserék a GS fehérje monomerek szerkezetét és

miikodését feltehetdleg Iényegesen nem befolyasoljak.

2.4. A mangan és aluminium

A mangin a novények szdmara fontos mikroelem. Kiemelt szerepet tolt be
a redox homeosztazisban a mangant-kotdé szuperoxid-dizmutaz kofaktoraként, valamint
a kettes fotokémiai rendszer vizbontd komplexének részeként, de a mangan emellett
mas biologiai folyamatokat is katalizalhat példaul a benzoil-koenzim A-reduktaz

(EC 1.3.7.8) vagy az oxalat-oxidaz (EC 1.2.3.4) enzimek kofaktoraként. A mangan
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a talajban szamos formaban van jelen (7. abra). A kornyezetben jelenlévé mangan
speciaciok azonositasa régota folyik, és az elvalasztasi, analitikai modszerek
fejlédésével egyre tobb forma azonositdsara nyilik lehetéség [116]. A ndvények
szamara felvehetd mangan mennyisége valtozhat a talaj Osszetételétdl, kémhatéasatol,
redox allapotatdl fiiggéen. Ezeket az allapotokat nagymértékben befolyasoljak a talaj
vizviszonyai és a talaj mikrobialis kozossége, a mikrobidlis k6zdsség Osszetételét érintd
valtozasok [117]. A pH csokkenésével a talajoldatban megné a mangan mennyisége, igy
a Mn*" akér a novények szamara toxikus mennyiségben is feldisulhat. Emiatt a nem
megfeleld agrotechnikai eljardsoknak kitett, vagy a nem megfeleld vizellatottsagu,
idészakosan elarasztott vagy kimosott talajokon nevelt novények életképessége
csokken. A szervetlen nitrogén-tragydzas szintén kozvetve emelheti a talajoldatban a
mangan mennyiségét, amelynek nemcsak mezdgazdasagi, de dkoldgiai kdvetkezményei
is lehetnek [1]. A talajok kiegyensulyozatlan vizhaztartasa és savanyodasa egyes hazai
mez6gazdasagi hasznositas alatt 1évo teriiletekre is jellemzd. Magyarorszag teriilet

hasznalati és talajviszonyai a II. mellékletben megtalalhaté térképeken tekinthetdk meg.
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7. abra: A mangan EH-pH diagramja [118].
A mangan ¢s krom vegyiiletek mennyiségének, oxidacios allapotanak valtozasai a talajoldatban.
Eh a kornyezet redukald képességét, a pH a talaj kémhatasat, (s) a szilard formakat jeloli.

A savanyu talajok jelentds része esetén tapasztalhatdé az aluminium- és

manganionok feldiisulasa. Az aluminium szdmos forméban jelen van a talajban, melyek
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koziil egyes szervetlen formakrol (AI**, AIOH?*, AI(OH),", AlO4Al1(OH)24 (H20)24™)
mar bebizonyosodott, hogy toxikus hatdssal lehetnek a novényekre, gatolva azok
fejlodését, novekedését [119]. Ez a hatas azonban koncentraciofiiggd, sét, bizonyos
tartomanyban el6ésegitheti a gyokérzona biomasszajanak novekedését [120]. Ezen feliil
a savanyu talajokhoz adaptalodott fajok esetében az aluminium kifejezetten elényds
hatassal lehet a gyokérfejlédésre vagy akar a teljes biomassza termelésre [121,122].

Az AP forma a gabonandvények terméshozamanak legfobb limitaldja lehet
savas talajokon. A toxikus mennyiségben jelenlévé AI** a sejtekben oxidativ robbanast
okoz, melyet az aluminium-stressz kovetkezményeként irtak le [123]. Az aluminium
stressz tolerancia kialakuldsdban viszont jelentds szereppel bir az enzimatikus
antioxidans rendszer tagjai koziil a kataldz ¢és a glutation-S-transzferdz megnovekedett
aktivitasa [124].

Az aluminium-stressz kozvetlen hatasanak tekinthetd
a membrantranszport-folyamatok megvaltozasa. Zsoldos és munkatarsai fedezték fel
az AI** okozta K'-transzport valtozasokat az altalunk is vizsgalt Jubilejnaja 50
buzafajtaban [125]. Kés6bb azt is sikeriilt kimuttatni, hogy a Jubilejnaja’50 GS
aktivitasat az AI** jelenléte kozvetleniil befolyasolta in vitro kisérletekben. Az AI**
kozvetleniil kotédik az enzimhez, és megemeli annak aktivitasat [126]. Tehat
feltételezhetd, hogy az Al¥ a fehérjékhez kapcsolédva megvaltoztatja a sejtek
metbolikus és jelatviteli itvonalainak miikodését.

Aluminium-tolerancaval kapcsolatos gént mart tobbet is sikeresen azonositottak.
Rizsben talaltak meg az ART1 cink-ujj transzkripcios faktort, mely 31 gén miikodését
szabalyozza [127]. Ezek koziil az egyik az Nratl (Nramp aluminium transzporter 1),
egy  plazmamembran  lokalizalt A13+-transzporter, amely a  természetes
rezisztencia-asszocialt makrofag fehérje csalad, az Nramp tagja [128]. Ludfiiben az
Al**-indukalhat6 AtALMT]1 malét-transzporter esszencialisnak bizonyult az aluminium-
tolerancia kialakitasaban [129]. Mindemellett az aquaporinok egy alcsaladjanak tagja,
a NIP1;2 plazmamembran fehérje is szerepet jatszik a stressztolerancia kialakuldsaban.
A NIP1;2 az Al-malat sejtbdl valo kizarasaért felelos [130].

Mig az aluminium okozta toxikus tiinetek els6sorban gydkérben, addig
a mangan altal kivaltott tiinetek inkabb a hajtasban nyilvanulnak meg [131]. A tiinetek
és fiziologiai hatasok mellett mar ismeretes, hogy a mangan toxikus koriilmények

kozott a levélben halmozaddik fel nagy mennyiségben [132].
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A mangant a ndvények Mn(II) oxidacios allapotban képesek felvenni, széllitani,
akkumulalni. Toxikus mennyiségii Mn*" jelenlétében lejatszodé fiziologiai valtozasok
aredox homeosztazis érintettségét jelzik. Ennek okan kialakult egy olyan allaspont,
hogy anovények mangan-stressz toleranciajanak kulcsa a mangan altal indukalt
oxidativ stressz kivédése lehet [131]. Mas megkdzelitésben viszont a mangan-transzport
megfeleld iranyitasaval is lehetséges a stressz tolerancia novelése.

A Mn?*" szallitisa andvényen beliil tobbféle membrantranszporteren keresztiil
valosulhat meg. Leirtak olyan transzportereket, melyek nem specifikusan a mangan
transzmembran mozgasat. Példaul a ZIP (ZRT/IRT-Like Protein) transzportercsalad
egyik tagja, az IRT1 vas-transzporter képes Fe?* mellett méas ionok, Mn®* és Cd**
bebizonyosodott, hogy a VIT1 (Vacuolar Iron Transporter) fehérje szerepet jatszik a
vas- és mangantranszportban, melynek vakuolaris lokalizacidjat ludfiiben kétséget
kizaréan azonositottak [134]. Specifikus mangan-transzporterként eddig az NRAMP2-t
azonositottdk ladfliben. Az NRAMP2 a transz-Golgi halézat markereivel
kolokalizalédik, mutacidja alacsony plasztidikus €s vakuolaris mangantartalommal jar
egyiitt [135].

A mangan felvételét és szallitdsat tehat a kiilonb6zd membranrendszereken
szamos transzporter szabalyozza, melyek koziil még szamos fehérje pontos azonositasra
var [136]. Az azonositast a kation transzportercsaladok sokfélesége és aspecifikussaga
is bonyolitja. Az viszont bizonyos, hogy a mangan nem csak eljut az egyes
intracellularis kompartmentekbe, de toxikus mennyiségli mangin jelenléte
atalajoldatban a redox homeosztazis felborulasahoz, a fehérjemiikodés, és

az anyagcsere zavarahoz vezet.
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3. Célkituzések

A glutamin-szintetaz a C3-as fotoszintézisii novények legfontosabb nitrogén-
anyagcsere enzime. A GS2 intracellularis lokalizacidjabol és funkciojabol adoddan is
az egyik legfontosabb enzim a buza novények anyagcseréjében. A levél oregedése
soran, amig a kloroplasztisz degradaloddsa nem okozza annak funkciovesztését,
a glutamin-szintetaz kloroplasztisz lokalizalt GS2 izoformaja esszencialis szerepet tolt
be az ammoniumionok szénvazhoz kotésében, ezaltal kozvetve a szerveskotott nitrogén
floém elemeken keresztiili, a felhasznalas helyéig torténd irdnyitott szallitasaban.

Az anyagcsereutakban az allosztérikusan szabalyozott enzimek a kiilonb6zo
biokémiai termékek képzodési folyamatainak kapcsoléi és  finomhangoloi.
A glutamin-szintetaz Kloroplasztisz lokalizalt izoformajanak kiemelt jelentésége és
megfeleld lokalizacidja alapjan feltételeztiik, hogy a buza GS2 olyan allosztérikus
szabalyozassal rendelkezik, amely szubsztratumszinten képes a biokémiai egyensuly

fenntartasara a szén- €s nitrogén-anyagcsere kozott.

A vizsgalatok soran a kdvetkez6 problémakra, kérdésekre kerestiink megoldast:
1) Hogyan jellemezhetdk a nativ konformacioju GS izoenzimek?
a. Homogén alegységszerkezettel rendelkeznek-e az egyes izoformak?

b. Gélelektroforetikus moddszerekkel kimutathato-e a GS2 izoformahoz

olyan vegylilet kapcsolodasa, mely megvaltoztatja az enzim aktivitasat?
2) Rendelkezik-e a GS2 enzim valamilyen allosztérikus szabalyozassal?

a. Befolyasolja-e a GS2 aktivitast a reakcid soran képzOdd természetes,

illetve mesterséges termék?

b. Hogyan valtozik a GS2 aktivitasa eltéré szubsztratumellatottsag esetén

nyers ¢€s tisztitott kivonatban?
c. Van-e a GS2-nek allosztérikus regulator szubsztratuma?

d. Az altalam alkalmazott aktivitis mérések soran jelen van-e olyan

effektor, amely befolyasolhatja kinetikai mérések eredményeit?

3) Milyen egyszerisitett modellel illetve matematikai formulaval karakterizalhato

a GS2 miikodése?



4) Milyen hatassal van egyes fémionok jelenléte a GS altal katalizalt reakciora?

a. Hogyan telitédik az enzim magnézium kotOhelye? Mennyi az a telitési

Mg®" koncentracio, ami mellett vizsgalhatjuk a Mn®* és AI** hat4sat?

b. Milyen hatassal van az AI** é a Mn? a glutaminsav-felhasznalas

dinamikajara, milyen médon befolydsolhatjak az aktivitast?
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Novényi anyag

Kisérleteinkhez Triticum aestivum L. cv. Jubilejnaja 50 buzafajtat hasznaltunk.
A fajtait 1970-ben jegyezték be. A kozépérésli, malmi mindségli termést add fajta
a magyar mezOgazdasag sokaig népszerii eleme volt, abiotikus stresszorokkal szemben
jO adaptiv képességii, a biotikus stresszoroknak kevéssé elenallo.

A magokat 2 6ra csapvizes azatas utan nedves szlrOpapiron Petri-csészében
csiraztatd szekrénybe helyeztem, ahol 24 °C-on tartottuk 24 éran at. A csirazasnak
indult magok szitara helyezve 5-10 M CaSO, oldatra keriiltek, 1 napra iiveg fedével
leboritva, védve az apr6 csirandvényeket a kiszaradéastol. Az igy elhelyezett novények
gyokocskéje sértetlen marad, biztositva a gyokér zavartalan fejlodését. Az aztatastol
szamitott harmadik napon a CaSO, oldatot modositott Hoagland tapoldatra cseréltiik
[137], melynek Gsszetételét az 1. tablazat tartalmazza. A csirandvények oldatra
helyezésiiktol 24 °C hdmérsékleten, 200 pmol m s fotonfluxus stirliség mellett,

12/12 éras nappali/éjszakai periddussal novekedtek egy héten at.

Makroelemek Mikroelemek
(mM) (uM)
Ca(NOs), 2 Fe-EDTA 10
MgSO, 1 HsBO; 10
KH,PO, 0,5 MnSO, 1
Na,HPO, 0,5 ZnSO, 0,5
KCI 0,5 Na,SiO3 0,5
(NH4)sM07024 0,1
CoCl, 0,1

1. tablazat: A mddositott Hoagland tapoldat osszetétele.
A tapoldatot a csiranévények nevelésének 3. napjatol alkalmaztuk.

A nodvényeket 1 hetesen hasznaltuk fel kétleveles allapotig, mely allapotban
a fiatalabb, masodik levél még nem teriilt ki teljes mértékben. A kisérletekhez csak
az els6, tehat 1ddsebb, kifejlett levelek levéllemezének kozépsé régidja keriilt

felhasznalasra. A levélcsucs ¢és a levélalap fel6li koriilbeliil 1,5 cm-t eltavolitottuk, igy



csak a kozel hasonlo fejlodési stadiumban 1évo sejtekbdl allé ndvényi szovetbol
szarmazd enzimfehérjék keriilhettek késébb a fehérjekivonatba.

A novények pontos fejlettségét és a neveléshez hasznalt rendszert a 8. abra
mutatja. A tdpoldatot tartalmazo fézOpohar tetején a magok egy leemelhetd szitan
helyezkednek el. Amig a csirandvények a szita tetejének magassagat el nem érik
novekedésiik soran, oraliveggel lefedjiik, 6vva azokat a kiszaradastol. A novények
novekedésével az 4&bran lathatdé tdmasztékot alkalmazzuk. A tdmaszték védi
andvényeket a megdoléstdl a tapoldat csere alatt. A nevelés ideje alatt a tapoldatot
tartalmazd poharat fekete papirral vessziik korbe. Ezzel megelézziik, de legalabbis
csokkentjiik annak a lehetoségét, hogy a tapoldatban esetlegesen nem kivant alga fajok
szaporodjanak fel. Amig a csirandvények nem rendelkeznek jelentdsebb gyokérzettel,
atapoldatot a szitdig érdemes tolteni. A gyodkerek fejlddésével a folyadékoszlopot
érdemes alacsonyabban tartani, hogy lehetdség szerint elkeriiljik a penészgombak

megjelenését.

8. abra: Egy hetes buzanévények.
A kisérletekhez hasznalt novények, kétleveles stadiumban. A kép elsésorban a ndvények
allapotat illusztralja, a nevelés soran a féz6poharakat befed;iik.

4.2. Enzimkivonat készitése
A gondosan begyiijtétt ndvényi anyagot 1: 3 (g ndvény : ml kivono puffer)

aranyban hozzaadott kivon6 pufferrel dorzsmozsarban homogenizaltuk. A feltarasi

folyamatot kevés kvarchomok hozzdadasaval segitettik el6. A kivonatot
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Eppendorf-csovekben centrifugaltuk 10 percig, 4 °C-on, 13100 g er6vel, a feliiltiszot
Osszegyljtottilk. Az extrakcios  puffer  Osszetétele: 200 mM TRIZMA base,
3 mM ditiotreitol, 1 mM redukalt glutation, 10 % glicerol, 0,1 % proteaz gatld
(Cat.No.: P9599, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Amerikai Egyesiilt Allamok).
A kisérletekhez mindig friss ndvényi anyagot hasznaltunk, felhasznélds pillanataig
az extraktumot jégen taroltuk. A késébbiekben a kivonatot a GS aktivitasanak
méréséhez, fehérjetartalom meghatdrozasdhoz, a GS izoenzimek gélelektroforetikus
elvalasztasahoz hasznaltuk fel.

A fehérjekoncentraciot Bradford [138] modszere alapjan hataroztuk meg. Ezzel
amodszerrel spektrofotometridsan mérhetd az oldott fehérjék koncentraciodja.
A méréshez 900 pl desztillalt viz, 100 pl Bradford reagens ¢és 5 pl ndvényi minta
keverékét hasznaltuk, melyet 595 nm-en fotometraltunk Uvikon XL (Secomam, Alés,
Franciaorszag) tipusu késziilékkel. A referenciaoldat 900 pl desztillalt vizet és
100 pl Bradford reagenst tartalmazott.

4.3. Poliakrilamid gélelektroforézis

A poliakrilamid gé€lelektroforézis (PAGE) a fehérjeelvalasztds egy igen
hatékony modszere, mely elektromos térbe helyezett térhalos szerkezetli gélben
lehetévé teszi oldhatdo fehérjék szeparalasat. A moddszer céljainknak megfeleld
valtoztatasokat alkalmazva szdmos elvalasztasi eljarast rejt magdban. Az elvalasztas
hatékonysaga igényeink szerint befolydsolhatd a futtatas idobeli €s térbeli hosszaval,
a futtatd pufferek Osszetételének, valamint a gél haromdimenzios szerkezetének
modositasaval.

Vizsgalatainkhoz vertikalis elrendezésti Mini-Proten Il Dual Slab (Bio-Rad,
Hercules, California, Amerikai Egyesiilt Allamok) gélfuttato rendszert alkalmaztunk
EPS 3501 XL (Amersham Biosciences, Little Chalfont, Egyesiilt Kiralysag) és
EPS 500/400 (Pharmacia LKB, New Jersey, USA) tapegységekkel.

4.3.1. Nativ poliakrilamid gélelektroforézis

Nativ poliakrilamid gélelektroforézis [139] soran nem alkalmazunk olyan
denatural6 agenst, sem a gélben, sem a minta elokészités soran, amely miatt a szolubilis

fehérjék irreverzibilis médon elveszitenék nativ konformacidjukat. Ennek kdszonhetden
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megmarad a fehérjék jellemzo feliileti toltése, alakja, aktivitasa, és nem valnak szét
alegységeikre. A poliakrilamid gél térhaldjaban az elvalasztds soran a relativ futasi
sebességet a fehérjék molekulasulya, alakja és fajlagos toltése egyarant befolyasolja.

A nativ gél két részbdl all. A gyiijtd gél 3,13%, a szeparald gél 6,5% 0Ossz-
akrilamid koncentracidval birt. A gyiijté6 gél 1 cm magas volt. A nativ gélek pontos

Osszetételét az 2. tablazat tartalmazza.

. ; Gytjto gél Szeparalo gél
Osszetevd , L, , L,
(végkoncentracio) | (végkoncentracio)

Akrilamid/Bisz-akrilamid 3,125% T,5% C | 6,5% T, 20% C

Gélpuffer torzsoldat
(Tris-HCI, pH 8,5) ' 239,25 mM
Gélpuffer torzsoldat

. M -
(Tris-HsPO,, pH 6,9) %5m
Ammonium-perszulfat 0,0053 m/v % 0,0022 m/v %
TEMED 0,002 viv % 0,005 viv %

2. tablazat: A nativ poliakrilamid gél osszetétele.
% T: az akrilamid és a bisz-akrilamid egyiittes koncentracioja (m/v %) az oldatban. % C: a bisz-
akrilamid koncentracidja a T %-ben.

A kivonatokat mintafelvivé pufferrel 1 :9 aranyban (puffer : minta) keverve
mértiik a kimosott zsebekbe, Hamilton fecskend6 segitségével. A puffer 50% szacharozt
¢és 0,1% bromfenolkéket tartalmazott. A nagy mennyiségili szachardéznak kdszonhetéen
aminta azseb aljara siillyed. A bromfenolkék a futasi frontot teszi kovethetévé.
A fehérjéket 200 V fesziiltséggel, 25m A dramerdsséggel futtattuk a bromfenolkék
kifuttatasa utani 6tédik percig.

Elektroforézis soran az emelkedd homérséklet zavarhatja a futtatast, a fehérje
savok elkenddését, a futasi front hullamosodasat, gorbiilését okozhatja. A tilmelegedés
elkeriilése, tehat az elvalasztas sikere és a fehérje aktivitdsdnak megdrzése érdekében,
a futtatas soran akatod puffert hiitottik. A katod puffer Osszetétele 40 mM glicin,
37,6 mM Tris pH 8,89, az anod puffer 6sszetétele 63 mM Tris-HCI, pH 7,47 volt.

A géleket a GS izoenzimek szepardldsara és a GS2 izoenzim tisztitdsara

hasznaltuk fel.
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4.3.2. Kétdimenzios poliakrilamid gélelektroforézis

A GS izoenzimek kétdimenzids elvalasztisa sordn az elsé dimenzids elvalasztast
nativ poliakrilamid gélelektroforézissel végeztiik. A masodik dimenzidban denaturalo
SDS-poliakrilamid gélelektroforézist (SDS-PAGE) alkalmaztunk [140]. A denaturalas
kovetkezményeképpen a  fehérjealegységek  szétvalnak,  elveszitik  nativ
konformaciojukat. A denaturdlt, szerkezeti sajatossagait elvesztett fehérjék felszinén
a natrium-dodecil-szulfat (SDS) mint anionos detergens egységes negativ toltést
biztosit, lehetdvé téve ezzel a fehérjék molekulatomeg szerinti elvalasztasat.

A nativ PAGE utan a futtatas irdnyaban egy teljes, koriilbeliil zseb szélességii
savot metszettink ki, és vittiik tovabb masodik dimenzidban vald elvalasztasra.
A kimetszett savot 0,5 M Tris-HCI (pH 6,5), 10 v/v % glicerol, 32,5 mM dithiothreitol,
2% (m/v) SDS, 2% B-merkaptoetanol, 0,02% Servablue-G-t tartalmazé oldatban
razattuk 2-szer 60 percig szobahémérsékleten. Ezzel a 1épéssel beallitjuk a gélszelet
kémbhatasat és denaturdljuk a benne nativ PAGE-vel szeparalt fehérjéket. Futtatas elott
a gélszeletet 3 mm-rel a gyiijto gél folé cstsztattuk, 1%-os agardzba agyaztuk. A gyijtd
gél magassaga 7 mm volt. Az SDS gélek pontos Osszetételét a 3. tablazat tartalmazza.

A katodpuffer (pH 8,25) 0,1 M Tris-t, 0,1 M tricint és 0,1% SDS-t tartalmazott.
Andd pufferként (pH 8,9) 0,2 M Tris-HCI oldatot alkalmaztunk.

A géleket 200 V fesziiltséggel ¢és 80 mA aramerdsséggel futtattuk 90 percig.
Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ standardet (Bio-Rad, Hercules, California,

Amerikai Egyesiilt Allamok) hasznaltunk molekulastly markerként.

Gyijté gél Szeparalo gél
Komponens (Végkzlr?ceniécié) (Végk(r),ncentricié)

Akrilamid/Bisz-akrilamid 4% T,3%C 10% T,3% C
Gélpuffer 0,75 M Tris 1 M Tris
(pH 8,5) 0,075% SDS 0,1% SDS
Ammoénium-perszulfat 0,0056% 0,0056%

TEMED 0,056% 0,056%
Glicerin (87%) - 9,4%

3. tablazat: a denaturalo poliakrilamid gél 6sszetétele.
% T: az akrilamid és a bisz-akrilamid egyiittes koncentracidé. % C: a bisz-akrilamid
koncentracidja a T %-ben.
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4.4. A glutamin-szintetaz in vitro aktivitas mérése

A kisérlethez nyers vagy tisztitott fehérjeextraktumot hasznaltuk. A GS altal
katalizalt reakci6 soran ha az ammoniumion helyett hidroxilamint alkalmazunk,
modositott szintetaz reakcio zajlik le, melynek végtermékeként GMH [126].

A GMH savas kozegben Fe®* jonokkal sargasbarna szinii komplex vegyiiletet
alkot (9. abra). A GMH keletkezése és a GS specifikus aktivitisa egymassal egyenes
aranyossagban all, tehat a GMH-val képzett komplex mennyisége kozvetlen informaciot
ad az enzim aktivitasarol. A képz6dott komplex mennyisége 540 nm hullamhossznal

spektrofotometridsan nyomon kovethetd.

|

9. dbra: A glutamin-szintetaz aktivitas mérésekor lejatszédoé szinreakcio.
Balrdl a terméket nem tartalmazo, jobbrol a y-glutamil-monohidroxamatot tartalmazé kiivettak
a vas-kloridos savas oldat hozzaadasa utan.

A reakcidelegy 75 pl mintat, 200 pl reakcié puffert tartalmazott. Az alap
reakciopuffer végkoncentracioban 21 mM magnézium-kloridot, 36 mM imidazolt,
15 mM ATP-t, és 30 mM glutaminsavat tartalmazott. A reakcié puffer Osszetételét
kisérleteinkben a tanulmanyozni kivant szubsztratum, vagy termék vizsgalhatosaganak

megfelelden valtoztattuk:

e ATP:0-25mM

e Glutaminsav: 0-200 mM
e glutamin: 0-57 mM

e GMH: 0-80 nM

Areakciot 400 ulstop  oldat (300 mM FeCls-6H,0, 670 mM HClI,
200 mM triklor-ecetsav) hozzdaddsaval Allitottuk le, amit a mintdk azonnali
homogenizalasa kovetett. Az erdsen savas kozegnek és a triklor-ecetsavnak
koszonhetden a stop oldat hozzdadasdval az addig oldatban 1év6 fehérjék

denaturalodnak, igy azonnal megallitjuk az enzimmiikddést, ezaltal a termékképzddést.
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A komplex kialakuldsdra legalabb 30 percet vartunk, ez alatt a mintakat
szobahOmérsékleten tartottuk. Ezzel egy idében asavas kozeg hatdsdra a biologiai
mintabol szarmazd anyagok, mas fehérjék, nukleinsavak kicsapddasanak is elegendd
1d6t hagytunk.

A kicsapodott  pelletet 10 perc, 13000g centrifugalassal iilepitettiik
az Eppendorf cs6 aljara. A feliiltszo fényelnyelését 540 nm-nél Uvikon XL (Secomam,

Franciaorszag) spektrofotométerrel mértiik eldobhato polimetil-metakrilat kiivettadkban.

4.5. A GS aktivitasa poliakrilamid gélben

crer

aktivitdsa alapjan hataroztuk meg. A nativ géleket futtatds utdn 50 mM imidazol és
18 mM MgCl, - 6 H,O tartalmu oldatba helyeztik, hogy a gélben beallitsuk
az enzimmilkkddéshez megfeleld kémhatast és magnézium ellatottsagot. Ebben a puffer
oldatban a gélt szobahémérsékleten razattuk 2-szer 10 percig. A lecserélt oldatok
kémhatasat mérve ellendriztiik a pufferelés hatékonysagat. A gélt ez utan reakciod
elegyben aztattuk 20 percig, 30 °C-on.

A stopreagens hozzdadasaval allitottuk le a reakciot és tettiik lathatova a GS

izoenzimeket, melyek helyét egy-egy sargasbarna sav megjelenése jelezte. A gélt

crer

4.6. Tisztitott GS2 izoenzim izolalasa

A nem-denaturdld gélelektroforézissel elvalasztott fehérjék futtatds utdn is
megtartjak aktivitasukat. A GS izoenzimek konnyen lokalizalhatok nativ gélen, mivel
a GS aktivitds mérése eredményeképpen szabad szemmel lathatdé a szubsztratum
képzddése.

Kisérleteinkben a nyers fehérje extraktumot a fent targyalt modszerrel nativ
poliakrilamid gélen futattuk. A gél egy szeletén aktivitasvizsgalatot végeztiink,
a korabbiakban leirt modon, a gél tobbi részét 4 °C-on, a kiszaradastol védve taroltuk.
Az aktiv sav helyének meghatarozasa alapjan az addig eltarolt gélbdl kimetszettiik

a GS2 izoenzimet tartalmaz6 savot (10. abra).
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10. abra: Intakt glutamin-szintetaz alegységek lokalizalasa nativ gélben.

Az alegységek helyzetét aktivitasuk mutatja, ez alapjan a gél festetlen részén a GS helyzete
feltérképezhetd. 1.0 A gél egy szeletének levalasztisa a GS izoenzimek lokalizaciojahoz,
aktivitas alapjan. 2.: A GS2-t tartalmaz6 gélszelet izolalasa

A gélszeleteket jégen hiitott mozsarban, jéghideg kivond pufferben
homogenizaltuk. Centrifugalas utan (10 perc, 13000g, 4°C) a feliluszot
Osszegyljtottiik és frissen hasznaltuk kinetikai méréseinkhez. Fagyasztas utan a minta
nem hasznalhat6 kinetikai mérésekhez.

A minta tisztulasait SDS poliakrilamid gélen ellendriztiik. Ehhez ugyanazt
a modszert hasznaltuk, mint amit a kétdimenzios elvalasztds masodik dimenzidjaként is

alkalmaztunk.

4.7. Protein blot

A fehérjék elektroforetikus elvalasztasat kovetéen a GS izoenzimek
lokalizaciojat immunoblot segitségével allapitottuk meg. A moddszer lényege, hogy
a poliakrilamid gélt vagy géleket elektromos térbe helyezziik, ahol a fehérjék a futas
iranyaban haladva végiil egy membran feliiletén csapdazddnak. A fehérjéket festési
eljarassal tehetjiik lathatova a membranon [141,142].

Kisérleteinkben ,,semi-dry” blottolast alkalmaztunk, melyhez Multiphore 11
(Pharmacia, Stockholm, Svédorszag) késziiléket hasznaltunk. A késziilék anod (4 vIv%
metanolt tartalmazé 50 mM-o0s boérsav oldat, pH 9,0) illetve katéd (50 mM-0s borsav
oldat pH 9,0) pufferrel megnedvesitett grafit lapjai k6zé buborékmentes blotszendvicset
allitottunk Ossze. A szendvics andd (als6) oldaldra anod pufferrel atitatott, méretre
szabott Whatman 3MM papirt halmoztunk, melyre pontosan illeszkedd, megfeleléen
elokészitett polivinilidén-difluorid (PVDF) membrant helyeztink. Erre tettiik
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az alabbiak szerint atpufferelt géleket, melyek tetejére katod pufferrel 4titatott, méretre
szabott Whatman papirt helyeztiink.

A futtatdas utan a poliakrilamid géleket katodpufferben razattuk 20 percig,
szobahOmérsékleten. A blottolast 100 V fesziiltséggel, 1 mA/cm? aramerdsséggel
90 percen keresztiil végeztiik egy korabban leirt modszer szerint [126].

A Dblottolas utdn a GS alegységeit festési eljarassal kellett lathatova tenni
a membranon. A membranon 1évé nem specifikus kotéhelyeket albuminnal telitettiik.
A blokkolashoz a szaradas utan Gjranedvesitett membranokat 2 o6ran at, enyhe razatassal
(MR-1 Mini-Rocker Shaker, BioSan) blokkoltuk 5% albumint tartalmaz6 TBS oldatban
(20 mM Tris-HCI — pH 7,4, 150 mM NacCl).

A membranokat elsddleges, poliklonalis GS-antitesttel kezeltiik egy éjszakan at,
enyhén razatva, 7°C-on. A nem kotott antitesteket -eltavolitdsa érdekében,
a membranokat 30 percig mostuk TTBS oldatban (0.05 v/v % TWEEN 20 detergenst
tartalmazo TBS oldat. A membranra igy felvitt TWEEN-20 detergens TBS oldattal
mostuk le. Ezutan a membranokat masodlagos antitesttel, alkalikus foszfatazzal
konjugalt  Protein-A-val (ajanlott  higitas:1:20 000)  kezeltik 1 o6ran at,
szobahémérsékleten [126], amit egy 30 perces TTBS, majd 30 perces TBS oldatos
mosas kovette. A mosasi lépések alatt az oldatokat tobbszor cseréltiik. Ezutan
a membrant 5 percre 0,1 M Tris-HCI - pH 9,0 és 0,1 M NaCl-t tartalmazé oldatban
razattuk, hogy a bedllitsuk az alkalikus foszfatdz miikodéséhez optimalis kémhatast.
A foszfataz reakcidhoz hasznalt reakcidelegy Osszetétele a kovetkezoképpen alakult:
0,1 M Tris-HCI - pH 9,0, 0,1 M NaCl, 5mM MgCl;, - 6 H,O, 135 pg/ml 5-bromo-
4-kloro-3-indolil-foszfat (BCIP), 262,5 pg/ml 4-nitro-tetrazoliumkék (NBT).

A BCIP az alkalikus foszfataz szubsztratja. A BCIP defoszforilacidjat kovetden
képz6do termék az NBT-vel reagalva lila vegyiiletet hoznak létre. A BCIP és NBT
fényérzékeny, bomlékony anyagok, emiatt az el6hivast sotét, zart edényben végeztiik.
A szinreakcid6 pontosan jelzi a GS izoenzimek helyét a membranon, melynek
segitségével azok helye a Coomassie Brilliant Blue G (CBBG) festett géleken is

meghatarozhato.
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4.8. Poliakrilamid gélek festése, szaritasa, dokumentalasa

A festésre, tarolasra szant géleket legalabb 50 percig 10% v/v ecetsavat és 40%
v/v metanolt tartalmazé oldatban fixaltuk. Ezt kovetéen 0.0025% CBBG festéket
tartalmazd 10%-o0s ecetsav oldattal festettiik 15 percig, majd a hattér elszintelenedéséig
10% ecetsav oldatban aztattuk, hogy a fehérje mintazatot lathatova tegyiik. [143]

A poliakrilamid géleket nagy felbontasu asztali lapszkenner (CanoScan LiDE
210, Canon, Toki6, Japan) segitségével dokumentaltuk, egységes, fehér hattérrel.
A géleket nedves Whatman papirra helyezve, foliaval fedve BioRad Gel Dryer Model
583 késziilékkel (Bio-Rad, Hercules, California, Amerikai Egyesiilt Allamok) 70 °C-on,

vakuumban 50 perc alatt szaritottuk, tarolhatova tettiik.

4.9. Fémionok hatasanak vizsgalata az in vitro GS aktivitasra

Aktivitasvizsgalataink soran a magnéziumot MgCl,, @ mangant MnSOy illetve
MnCI; formajaban, az aluminiumot pedig aluminium(III)-nitrilotriecetsav (AI(III)NTA)
formaban adtuk hozzé areakcioelegyhez optimalis magnéziumkoncentracid6 mellett.
A glutaminsavat ndovekvd koncentracioban adagoltuk, allandé fémionkoncentracio
mellett. Az aluminium enzimaktivitist novelé hatasa korabbrol ismert [126],
6,8 MM AI(IINTA hozzadasa mellett tanulmanyoztuk a glutamin (GMH) képzddést.
A mangan hatasat 0-30 mM MnCl,, valamint 0-30 mM MnSO, koncentraciésorokon
vizsgaltuk, akorabban meghatirozott optimalis 18 mMM-os magnézium ellatottsag
mellett. A mangan hatasat a GS aktivitasara 0,2; és 0,4 mM mangantartalom mellett

vizsgaltuk 0-30 mM glutaminsav koncentracidésoron.

4.10. A mangan és magnézium detektalasa

A GS2-t tartalmazé nyers fehérje kivonat egy részét mangan-kloriddal kezeltiik.
A kezelt és kezeletlen mintdkat kiillon nativ géleken futtattuk, majd a mar
dolgozatomban bemutatott modszerrel a GS2-t izolaltuk a gélekbdl. Gélenként 700 pg
fehérjét futtattunk. A kimetszett szeleteket felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.
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A GS2-t tartalmaz6 gélszelet magnézium- és mangéantartalmat induktivan csatolt
plazma tomegspektrometria (ICP-MS, Thermo Scientific XSeries Il, Asheville, USA)
technikaval hatdroztuk meg. Az oldatba vitt mintakat aeroszolként befecskendezve
aplazma ionizalja és a nyomaskiilonbség juttatja az ionokat a tomegspektrométerbe.
A vizsgélathoz a mintakat salétromsavas, hidrogén-peroxidos koézegben, mikrohullamu

roncsolassal tartuk fel [144].

4.11. Az aktivitasmeérések értékelése

A vizsgalatokat legalabb 3 fliggetlen kisérletben ismételtiik, kivételt képez
a 13b abran szerepld tisztitott fehérjével végzett ATP-telitési kinetikai vizsgalat, melyet
két alkalommal végeztink el. A bemutatott abrdkon a legreprezentativabb
eredményeket tiintettem fel.

A mérési sorozatokra torténd nem linearis gorbeillesztést SigmaPlot® (Systat
Software, San Jose, California) program segitségével végeztiik. A kiilonb6z6 kinetikai
modelleket a szofver Enzyme Kinetics modulja segitségével hasonlitottuk Ossze.
A modellek rangsoroladsanak alapja a ,.corrected Akaike Information Criteria Index”
(AlICc) volt, amely egy megfeleld, dimenzidé nélkiili statisztikai mérészam modellek
Osszehasonlitasahoz. Az  értékek  Onmagukban nem  értelmezhetdék, csak
Osszehasonlitasra hasznalhatok.

Az dsszehasonlitasok soran a legkisebb érték jellemzi a legmegfelelébb modellt,
de nem hagyhatjuk figyelmen kiviil a tobbi modelltdl valo eltérés mértékét. A modellek
Osszehasonlitasa soran az 5 egység folotti kiilonbséget nagyon valdszinii eltérésnek,
a 10 egység folotti kiilonbséget egyértelmiien kiilonbozének értelmezziik.

Az értékeld program algoritmusa a legjobban illeszkedd fliggvények paraméterei
alapjan kalkulalja a kinetikai paramétereket. Ez egy sokkal objektivebb modja
az értékelésnek, mint a ,,kézi” szamitasok, ahol az adatok logaritmikus transzforméacidja
mellett, a transzformaciok eredményeként kapott fiiggvények linearis szakasza
szubjektiven megvalaszthatdo. Ezek a linearis szakaszok szolgalnak a paraméterek
meghatarozasara. Hatranya a szoftveres értékelésnek, hogy bar a programok
mikodésének megértése egyszeri, uj modulok helyes beépitése mar komolyabb
programozasi ismereteket igényel, és részletes program dokumentacidval is nehézséget

jelent szdmitastechnikai jartassag nélkiil.
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5. Eredmények

5.1. Szubsztratumszinti szabalyozas vizsgalata

A GS kozponti helyet foglal el az anyagcseretérképen. A ndvényi nitrogén
asszimilacid enzimeinek lancolatdban ez az els§ enzim, amely a szervetlen
nitrogénforrast, az ammoniat szénvazhoz, azaz glutaminsavhoz koéti. Mind a nitrat
redukcioja, mind a szénvaz generalasa energetikailag igen koltséges. Az anyagcsereutak
kapcsolodési pontjanal sziikséges egy olyan szabdlyozdsi mechanizmus, amely
megfeleléen gondoskodik mindkét utvonal szubsztratum-ellatottsagarol. Enzim szinten
ilyen szabalyozasi lehetdséget nyujt az allosztéria.

Hipotézisiink szerint a buza novényben a GS olyan szubsztratumszintii
szabalyozassal rendelkezik, melynek koszonhetéen képes a kapcsolodd szén- és
nitrogénanyagcsere-utak kozotti egyensuly megtartdsanak eldsegitésére. A buzalevél
0ssz GS aktivitasa legalabb 80%-ban a plasztiszban lokalizalt GS2 izoformatol ered,

ezért vizsgalataink célja elsésorban ezen izoenzim miikddési sajatossagainak felderitése.

5.1.1. Az enzim alegység osszetételének vizsgalata

A GS-t tobb alegységes enzimként irtdk le, tobb organizmusban, melyeknél
feltételezik a homogeén alegység-0sszetételt. Az allosztérikus szabdlyozas vizsgéalatahoz
ismerniink kell a fehérje alegység-Osszetételének esetleges heterogenitdsat a késObbi
eredmények helyes értelmezéséhez.

Vizsgalatainkhoz nativ. és SDS PAGE kombinacigjat alkalmaztuk,
az izoenzimeket immunoblot segitségével tettiik lathatova. Nativ PAGE soran a fehérjék
futasi mobilitasat feliileti toltésiik, molekulatomegiik és alakjuk egyiittesen hatarozza
meg. Az els6 dimenzidban a nativ elvalasztds két kiilonalldo savot eredményezett
(11a abra), ezek a GS1 és GS2 izoenzimek, melyek koziil a GS2 a mobilisabb.
Kétdimenzios elvalasztas sordn a masodik dimenzioban a GS1 és GS2 egy-egy
kiilonallo foltot adott (11b abra), melyek molekulatomege rendre 41,7 kDa és 46,4 kDa,
az alkalmazott marker alapjan. A vizsgalatok soran tehat csak az egyes izoenzimekre

egyedileg jellemzd molekulatomegl fehérjéket talaltunk.
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11. abra: A levélbdl szarmazo6 glutamin-szintetaz enzimek azonositasa kétdimenzios

elvalasztassal.

(@) Az izoenzimek elvalasztasa nativ poliakrilamid gélelektroforézissel (els6 dimenzio).
1.- Coomassie Brilliant Blue G festés. 2.- Enzim aktivitas gélben. 3.- Immunoblot.
(b-d) Izoenzimek  eclvalasztaisa ~ molekulatomegiik  alapjan SDS denaturalo
gélelektroforézissel ~ (masodik  dimenzio). (b)2D  gél, CBBG  festés.
(c) A 2D immunoblot, aszeparalt GS izoenzimek. (d) Azeléz6 két kép digitalis
illesztése, a GS1 és GS2 azonositasa a 2D gélen. A molekulasuly markereket (MM)
a jobb oldalon jeloltem. A plusz és minusz jeldlések az els¢ dimenzid gél szeletének
anod és katod oldalat jelolik.

Mivel csak az egyedi jeleket kaptuk, kizarhat6 annak lehetdsége, hogy a nativ
PAGE elvalasztasnal a kapott GS-t tartalmaz6 savokban vagy azok kozvetlen kozelében
az izoenzimek esetlegesen effektor proteinhez kovalensen kotve lennének jelen.Ennek
értelmében a nativ gélekbdl, az aktivitds alapjan lokalizalt GS2-t tartalmazo

fehérjesavbol, nagy valoszinliséggel intakt homomer GS2 oligomerek izolalhatok.

5.1.2. Szubsztratumok hatasanak vizsgadlata

A szubsztratumok hatasanak vizsgélata soran kapott kinetikai gérbéket a Vpmax,
maximalis  sebesség, a K, a maximalis sebesség feléhez  tartozd
szubsztratumkoncentracio, illetve ahol sziikséges, az n, Hill koefficiens értékekkel

jellemeztiik. A kovetkezdkben ez a terminoldgia hasznalatos.
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5.1.2.1. A hidroxilamin hatasa

A GS altal katalizalt reakcioban a glutaminsav egy ATP molekula hasitasa
mellett  alakul  glutaminnd. Az invitro  aktivitds  vizsgalataink  soran
ammoniumdonorként  hidroxilamint hasznaltunk. A nyers fehérjeextraktum GS
aktivitdsat hidroxilamin koncentracidésoron vizsgaltuk. Megvizsgaltuk, a glutaminsav
hogyan befolyasolja a gorbe lefutasat (12. abra).

A kinetikai gorbe rendkiviil meredeken indul és hamar telitddik - a tovabbiakban
ismertetett goérbékhez képest. A gorbén nincsenek jellegzetes, reprodukalhatod
toréspontok, melyek  glutaminsav-ellatottsagtol  fiiggetleniil minden  gbrbén
megjelennek. A mérési sorokra Osszességében legnagyobb pontossaggal AICc indexiik
alapjan M-M kinetika illeszthetd. Az igy jellemezheto telitddés arra utal, hogy
az ammoniumionnak nines allosztérikus hatasa.

A gorbek telitési maximumai, vagyis az egyes gorbékhez tartozd Vyax értékek
a glutaminsav-ellatottsag fiiggvényében nének. A mérési sorozatokra M-M kinetikat
illesztve azt az eredményt kaptuk, hogy a legalacsonyabb, 1 mM glutaminsavat
tartalmazd sorozattol eltekintve, a Ks értékek a glutaminsav ellatottsaggal novekvo

tendenciat mutatnak. A kalkulalt értékek a III. mellékletben talalhatok.
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12. abra: A GS hidroxilamin telitési kinetikaja nyers kivonatban.
A telitéts mar alacsony hidroxilamin-koncentracional bekovetkezik barmely

glutaminsav-ellatottsagnal.

-47 -



Az 1 mM-os glutaminsav-ellatottsaghoz tartozo sorozat kinetikai gorbéjének
telités elotti szakasza rendkiviil rovid. A Ks érték meghatarozasa erre a szakaszra esik.
Ebben az alacsony koncentracio-tartomanyban a nyers enzimkivonattal végzett stop-
reakcion alapuld mérési modszer valosziniileg mar nem elég érzékeny a K érték pontos
meghatarozasdhoz. Ez okozhatta, hogy 1 mM Glu mellett magasabb K értéket mértiink,
mint a tobbi esetben.

A K értékek 1,5 mM-nal alacsonyabbak, ami nagy ammoniumion-affinitasra
utal. A gyors telitddés, az ammonia effektiv felhasznalasa, az eddig jellemzett GS-ek

kozos jellemzdje [145].

5.1.2.2. Az ATP hatasanak vizsgalata

Az enzim aktivitasit ATP koncentracié soron vizsgaltuk 4 féle glutaminsav
koncentracion (13. abra). A kinetikai gorbék kezdeti szakaszara nem jellemz6 olyan
hirtelen emelkedés, mint amit a hidroxilamin esetében tapasztaltunk, de a jobb

glutaminsav-ellatottsag egyértelmiien pozitivan befolyasolta a maximalis sebességet.
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13. abra: Az 6ssz GS aktivitas és a tisztitott GS2 aktivitasa az ATP fiiggvényében.

(a) Nyers, illetve (b) tisztitott enzimkivonatban mért aktivitas. Mig nyers kivonatban csak kis
mértékben, addig tisztitott kivonatban erételjesebben mutatkozik meg magas koncentracion az
ATP gatlo hatasa.

Az aktivitas minden vizsgalt glutaminsav-koncentracié mellett a maximalis
sebesség eléréséhez sziikséges ATP koncentracid folotti tartomanyban (20 mM f616tt)
enyhe csokkenést mutat. Feltehetdleg ez mar bdéven kiviil esik a fiziologids

tartomanyon, amely irodalmi adatok alapjan nem t6bb, mint néhany, 3-5 mM [146].
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Mivel az ATP hasitdsanak energidjara sziikség van a katalitikus folyamat
lejatszodasahoz, feltételezziik, hogy az enzim in vivo mikodése soran a maximalis
reakcidsebesség eléréséig nem 1ép fel gatld hatas.

A nyers enzimkivonatban jelen vannak mas ATP-t hasznald enzimek, amelyek
befolyasolhatjadk mérési eredményiinket. Hogy az ebbdl fakad6 hatteret megsziintessiik,
megvizsgaltuk az  ATP  hatasait a  tisztitott  enzimkivonatra is, két
glutaminsav-koncentracié mellett. Az aktivitas drasztikus csokkenése 15 mM ATP
koncentraci6 folott egyértelmilen mutatja a korabban tapasztalt gatlo hatast. A 13a abran
bemutatott gorbék kinetikai paramétereit az V. melléklet mutatja be. A gatlast
egyértelmilen bemutaté kinetikai gorbe helyes analiziséhez ismeriink jol illeszkedd
modellt. Az ATP kivaltotta inhibicio jelensége publikacionk kozléséig nem volt ismert

a szakirodalomban [147].

5.1.2.3.Glutaminsayv telitési kinetikak

A glutaminsav amellett, hogy jelent6s biokémiai intermedier, és feltételezik
jelatviteli szerepét [15,108,112], a GS altal katalizalt bioszintetikus reakcid természetes
szubsztratuma.

Megvizsgaltuk az enzim aktivitasat egy szélesebb glutaminsav-koncentracional,
0-200 mM-on (14a éabra), hogy a kinetikai gorbe elejét és végét is nagy pontossaggal
tudjuk karakterizalni. Elvégeztiik tehat a gorbe szoftveres analizisét, amely azt mutatta,
hogy amérési eredményiinket legnagyobb valdszinliséggel és pontossaggal a Hill
egyenléség jellemzi, melynek kinetikai paraméterei n=0.792+0.018 (Hill
koefficiens), Ks=22.38+1.44 mMM és Vpmax = 273.08 +5.44 nkat g * friss tomeg.
Az n <1 érték arra utal, hogy negativ kooperativitas all fenn az enzim miikddése soran.
Annak érdekében, hogy elimindljuk a GS1 jelenlétébdl fakado hatteret, a kisérletet
tisztitott GS2 enzimmel is elvégeztiik. A Hill egyenlet AICc értéke legalabb 12 ponttal
volt jobb a tobbi modelltdl (V. melléklet). A kapott paraméterek a kdvetkezoképpen
alakultak: n = 0.711 + 0.056, Vmax = 425.23 + 107.59 nkat g~* fehérje és
Ks = 285.76 + 179.47 mM.

A szubsztratumfogyas szabalyozottsaganak fizioldgias glutaminsav-tartomanyon
van bioldgiai jelentdsége, amely citoszolban 40 mM, sztromaban 26 mM koriil alakul
[97]. Nagy felbontasban megvizsgaltuk a 0-30 mMM-ig a glutaminsav kinetikat nyers és

tisztitott kivonattal. Mivel ezeknél a méréseknél a gorbe végérdl nem kapunk
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informaciot, ezekre a pontokra nem végezhetd korrekt nem-linedris illesztés, illetve
linearizalassal sem szamolhatok helyesen kinetikai paraméterek.

Nyers enzimkivonattal végzett szamos vizsgalatunk soran ismételhetd
toréspontokat kaptunk ugyanazon harom glutaminsav koncentracional (14b &bra).
Bar ezek atoréspontok nem minden kisérletben nyilvanultak meg élesen, annak
valoszintisége kizarhatd, hogy ezeket a toréspontokat mérési hiba eredményezi, viszont
a GS1 ¢és mas GMH-t termeld enzimek jelenléte zavarhatja a mérést nyers

enzimkivonatokban.
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14. abra: A GS aktivitasanak vizsgalata glutaminsav koncentracio soron.

(a-b) Nyers és (c-d) tisztitott kivonattal végzett kisérletek, (a,c) fiziologias feletti és
(b,d) fiziologias glutaminsav koncentracidé tartomanyig. A fliggdleges szaggatott vonalak
a fiiggetlen kisérletekben ismételhetd toréspontok helyét jelolik.

A Kkisérleteket elvégeztiik tisztitott kivonattal, melyben a fent emlitett hatteret
ado elemek mar nincsenek jelen (14cd dbra). A gorbén 3 egyértelmi toréspont latszik,
mely a gorbét négy részre osztja. Mindhdrom toéréspont ugyanazoknal

a glutaminsav-koncentracio értékeknél jelent meg, mint amit korabban nyers
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kivonatokndl kaptunk (14d ébra). Ezek a toréspontok, melyek egyértelmiien csak
a glutaminsav és nem mads szubsztratumok esetében jelentek meg, az enzim mukddési
sajatossagaibol erednek. Ennek értelmében a gérbe négy szakasza 4 katalitikusan aktiv
hely meglétére utalhat.

Mindazonaltal a tisztitott kivonat a GS2-n kiviil kis mennyiségben mas
fehérjéket is tartalmazott (VL. melléklet). Emiatt sziikségessé valt esetleges kis

molekulasulyu effektorok keresése.

5.1.3. Végtermékek hatdsanak vizsgalata

Prokariotakban megfigyelték, hogy egyes nitrogénanyagcsere-termékek gatld
hatassal vannak a glutamintermelésre [148,149]. Annak érdekében, hogy a végtermék
gatld hatasat kizarjuk megvizsgaltuk a GMH, mint mesterséges és a glutamin mint

természetes végtermékek hatasat az enzim aktivitasra.

5.1.3.1. A GMH hatasanak vizsgalata

Elsésorban azt vizsgaltuk, hogy a reakcidelegyiinkben az enzim milkodése
kovetkeztében termelt GMH mint végtermék fejt-e ki gatlo hatast az enzimmiikodésre,
ad-e valamilyen hattérzajt (15. abra). Az in vitro bioszintetikus reakciod soran az altalunk

alkalmazott modszer esetében 10-100 nmol GMH keletkezik a vizsgalati id6 alatt.

2,0
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1,0 A

0,5

GS aktivitas (nkat g FT)
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15. abra: A GMH hatasa in vitro a biiza glutamin-szintetaz (GS) 0ssz aktivitasara nyers
fehérje kivonatban.

A kezelések kozotti kiilonbség a technikai hiba hataran van. A GMH a kisérleti kdriilmények
kozott nincs hatassal a GS aktivitasra.
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Annak érdekében, hogy kétséget kizaroan megallapitsuk, hogy rendszeriinkben
aGMH nem zavarja a glutamin képzdédését, a GMH-t uM-nyi mennyiségben
(10-100 uM) adtuk a reakcioelegyhez.

A kapott aktivitasértékek kozti kiilonbség a technikai hibahataron mozog, amely
valtozasok nem allnak korrelacioban a GMH-ellatottsdggal, mint az varhat6 volna
végtermék gatlds esetén. A GMH nincs sem gatlo sem serkentd hatassal a GS
aktivitdsara. Ez alapjan nincs okunk feltételezni, hogy a GMH jelenléte befolyasolna

a kinetikai vizsgalataink eredményét.

5.1.3.2. A glutamin hatisanak vizsgalata

A GS altal katalizalt bioszintetikus reakcié in vivo végterméke a glutamin.
A glutamin hatasat glutaminsav-koncentraciésoron vizsgaltuk meg, in vitro. A glutamin
a floémben az egyik nagy mennyiségben szallitott aminosav [15,100]. A floém aktiv
feltoltésének kovetkeztében az ott szallitott anyagok nagy koncentracidban vannak
jelen. A korébbi irodalmi adatok alapjan, a fizioldgias tartomany folott, 14 és 57 mM-o0s
glutaminkoncentraciokat valasztottunk a hatasvizsgalathoz, szembedtlobb

kiilonbségeket varva (16. abra).
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16. abra: A glutamin hatasa a buza glutamin-szintetaz aktivitasara nyers kivonatban.

A glutaminsav drasztikus valtozast nem okozott. A kismértékli valtozasok nincsenek
korrelaciéban a hozzaadott glutaminsav mennyiségével. A mérési sorokra a Hill-egyenlet
fliggvényét illesztettiik.

Virakozasainktol eltérden nem tapasztaltunk drasztikus kiilonbségeket a kontroll
¢és kezelt mintdk kozott. A hozzéadott glutamint nem tartalmazdé mintdk kinetikai

gorbéjéhez képest az extra glutaminnal ellatott sorozatok gorbéje kissé eltér.
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Ez az eltérés nem korreldl a glutamin mennyiségével. A kapott differencia
magyarazhaté anyers enzimkivonatban jelen 1évé glutamin- ¢és glutaminsav-
metabolizald enzimek érintettségével. Mérési sorra a Hill-egyenlet fliggvénye
illeszkedett legpontosabban.

Osszességében tehat in vitro koriilmények kozott sem emelt GMH, sem magas

glutaminkoncentracid esetén nem figyeltiink meg végtermékgatlast.

5.1.4. Kis molekulasulyu allosztérikus effektor jelenlétének vizsgalata

Az in vivo kornyezetben fellépé makromolekularis zsufoltsag hatisara olyan
fehérje-fehérje kolcsonhatasok, fehérje-effektor kapcsolatok alakulhatnak ki a sejten
beliili terekben, melyek kivonatokban mar esetleg nem lesznek jellemzok.
Az enzimekhez kotdédhetnek olyan kis molekulastlyt, allosztérikus hatast vegyiiletek
az intakt sejtben, melyek kotdédése nativ PAGE elvélasztdssal nem kimutathato.
A fehérjekornyezet —megvaltoztatasaval tehat aktivitdas  vizsgalaton  keresztiil
kimutathatjuk egy allosztérikus hatdsi molekula hatasat, vagy épp cafolhatjuk, hogy
rendszerliinkben jelen lenne ilyen hatads. Kisérleteinkben higitassal, albumin
hozzaadasaval és a kémhatas drasztikus valtoztatasaval probaltuk megvaltoztatni

kivonatunkban a fehérjekornyezetet.

5.1.4.1. A higulas hatasa az enzim aktivitasara

Egy esetleges effektor, vagy maganak a tobb alegységes enzimnek

.....

crer

soran a kivonatban 1évé makromolekularis zstfoltsdg megtartdsit megfeleld
mennyiségli  albumint tartalmaz6é kivon6d puffer hozzdadasaval biztositottuk.
A fehérjetartalom igy konstans a higitott kivonatokban, ezzel kompenzaltuk a pufferrel
vald higitassal jard fehérje higuldst. Az albuminnal kezelt és kezeletlen mintdk
aktivitasat vetettiik 0ssze, tobbféle szempont szerint.

A korabban elvégzett glutaminsav kinetikai méréseket megismételtiik teljes
kivonaton és annak Otszords higitasaval albumin hozzdadasa nélkiil és albumin
hozzaadasaval. Megvizsgaltuk, hogy a teljes kivonatban a kordbbiakban észlelt

toréspontok valtozatlanok maradnak-e. A vizsgalatnak korlatot szab, hogy alacsony
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szubsztratum-ellatottsagnal csak kis mennyiségli termék jon létre, ezért nagyobb
higitasndl mar nem tanulményoztuk a reakcidsort, hogy a detektalhatosagon beliil
maradjon a termékképz6dés. Bar a reakcioidé emelésével ez bizonyos mértékig
kikiiszobolhetd lenne, ez mégsem szerencs€s, mivel proteazgatld hasznalata mellett is
szamitani kell a fehérje bomlasara a tisztitatlan kivonatban.

Osszességében azt az eredményt kaptuk, hogy bar nagyobb telitési
koncentracion a Vmax €rtékek kis mértékben megemelkedtek, a korabban tapasztalt
koncentraciofiiggd glutaminsav-fogyasztds dinamikaja nem valtozott egyértelmiien

kimutathaté mértékben. Az eredményeket a 17. abra szemlélteti. Az 4dbrahoz tartozo,

a gorbeillesztésbél  szdrmazd  kinetikai  paraméterek az  VII.  mellékletben
megtekinthetok.
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17. abra: A glutamin-szintetaz glutaminsav fiiggé szubsztratum-fogyasztasanak
dinamikaja.

(a) A kivonat vizsgalata 0-200 mM glutaminsav-koncentracion. (b) Az (a) abran bemutatott
gbrbe 0-30 mM glutaminsav-koncentracio tartomanyban. A fiiggbleges szaggatott vonalak a
kontroll minta esetében megjelend toréspontokat jelzik. 1x: teljes kivonat, 5x A-:a teljes
Kivonat 5-szoros higitasa kivond pufferrel, 5x A+: ateljes kivonat 5-szords higatasa albumint
tartalmazo kivono pufferrel.

Bar  alacsony  szubsztritumkoncentracion a  szubsztratumfogyasztas
dinamikéjdban nem talaltunk eltéréseket, a Vmax értékek enyhe eltérése miatt a teljes
kivonat aktivitdsat telitési koncentracion, tobb higitdsban is megvizsgaltuk. Célunk
elsdsorban a sajat kisérleti rendszeriinkben jelenlévd hatasok felderitése volt.

Albumint nem tartalmaz6 (A-) €és az albuminnal kiegészitett (A+) mintak higitési
soranak enzimaktivitasat hasonlitottuk Ossze (18. abra). A minta maga a nyers

enzimkivonat volt, hiszen barmely tisztitasi procediran atesett enzim mar a tisztitas

-54-



soran higuldsnak van kitéve. Az A- mintdk higitdsi sorozata az enzim aktivitds és
a higitas kozott linearis korreldciot mutatott. Az A+ mintdk esetében ez a linearités
jellemz&en csokken, ami a csokkent R? értékben is megmutatkozik, melyeket a alabb18.
abraabran tiintettem fel.

Az A+ mintdk aktivitdsdbol adodo gorbe a kontroll mintak folé huzodo enyhe
konvex gorbiiletet mutat. Ez biokémiai megkozelitésben azt jelentheti , hogy az albumin
hatdssal van a rendszerben 1évé olyan kolcsonhatasokra, amelyek befolyasoljak
az enzimmiikdodést. Ezekbdl az adatokbol nem tudjuk megbizhatoan meghatarozni
a jelenség kémiai hatterét, de nyitva marad a lehetdsége annak, hogy bar az altalunk
alkalmazott reakciokoriilmények kozott (albumin nélkiil) effektor hatas nem érvényestil,
in vivo kornyezetben még lehetséges, hogy valamely vagy akar mindkét GS

izoenzimhez effektor molekula kapcsolodik.
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hatasara.

Reakciok albumin hozzaadasa nélkil (A-) és albuminnal (A+). Albuminnal
hozzaadéasaval a linearis korrelacié gyengiil, melyet a feltiintetett csokkend R? érték
mutat.

5.1.4.2. A pH hatasa az enzim aktivitasara

Az enzimfehérjék felszinén 1évé amindsavak, peptid fragmensek oldallancai
meghatdrozzak annak feliileti toltését. Az eltérd kémhatasi kozegekben ezek
az oldallancok protonalédhatnak, vagy deprotondlodhatnak attol fliggéen, milyen

kornyezetbe keriilnek. Az ionikus kornyezet megvaltoztatasaval tehat hatast
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gyakorolhatunk a fehérje feliileti toltésének megvaltozdsara, amely hipotetikusan enyhe
szerkezetvaltozasokat is okozhat.

Gyenge masodlagos kolcsonhatassal kapcsolodd molekulak a feliileti toltés
megvaltozasanak eredményeképpen fellépd enyhe szerkezetvaltozasok hatdsara, vagy
sajat de/protonalodasuk eredménye képpen disszocialhatnak az enzim felszinérol.

A kémhatas megvaltoztatasaval esOsorban azt vizsgaltuk, hogy az egyes
kinetikai gorbék azonos glutaminsav-koncentracidhoz tartozé pontjai, aranyukban
pontonként jelentOs szorassal térnek-e el. Ez egyértelmiien jelzi, hogy a gorbéket leird
figgvények egymas y-tengely menti szorzatai-e. Ebben az esetben a gorbék dinamikaja
nem tér el, vagyis az aktivitds valtozasa nem okozza a glutaminsavfiiggd 1épcsdzetes
kinetika megvaltozasat, vagyis ez az allosztérikus miikddés valtozatlan marad.

Eredményeinket az 19. abra mutatja.
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19. abra: A pH hatasa a glutamin-szintetdz enzim aktivitas valtozasara.
Mind savanyubb, mind alkalikus reakciokoriilmények kozott csokkent az aktivitas.

Az aktivitas a vart modon az optimalis pH 7,2 kémhatast reakcio pufferben volt
a legmagasabb, pH 5-6sben pedig a legkisebb. Koriilbeliil dupla akkora aktivitast
tapasztaltunk pH 9, mint pH 5 esetében. Mind a pH5, mind a pH 9 reakciésorok
minden pontban aranyosak a kontrollal, annak 3,28 +0,17 ¢és 1,40 + 0,02-szorosai.
Nincs a mérésekben olyan egyértelmii deviacio, amely arra utalna, hogy a kémhatas

megvaltozasa a glutaminsav fiiggd kinetikus viselkedést befolyasolna.
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Meérési eredményeink alapjan kizdrjuk annak valdszinliségét, hogy tisztitott
kivonatunkban a GS2-héz olyan kis effektor molekula kotédne, amely kinetikai
vizsgalataink soran jelen rendszerben a mérési eredményeket befolyasolhatna.

Mindemellett nem zarjuk ki in vivo egy intermolekularis kapcsolodas lehetOségét.

5.1.5. Az allosztérikus modell

A GS2 miikddésére eredményeink alapjan az allosztérikus negativ kooperativitas
és a,, half-site” reaktivitas jellemzd. A negativ kooperativitas erls sztérikus tenzio
eredménye, mely specialis esetekben ,,half-site” reaktivitassal egyiitt fordul eld.

A 4 részre osztott glutaminsav kinetikai gorbe alapjadn az enzim 4 katalitikusan
aktiv egységgel rendelkezik. A ,,half-site” reaktivitasnak kdszonhetéen csak az Osszes
alegység fele aktiv. Mivel a katalitikusan aktiv egységeket egy-egy alegységpar alkotja,
feltételezve, hogy az Osszes alegységpar miikodését észlelhettiik, a GS2 Osszességében
oktamer enzim. A gondolatmenetet megforditva tehat, ha 8 alegységnek csak a fele
mikodik, akkor 4 kiilonbozé Ks értékkel rendelkezd alegységpar miikodését
észlelhetjiik a 3 torésponttal 4 részre osztott glutaminsav kinetikai gorbén.

Meérési adataink a 4 alegységpar egyiittes miikodésébdl szarmaznak. Ez alapjan
a biokémiai reakcid pillanatnyi sebessége 4 fiiggvény Osszegének az eredménye, mely

fliggvények egyedileg jellemzik az alegységek miitkodését a kovetkezd modon:

Vo =Vg+vy+v,+v4

Ahol v, az 6ssz aktivitast, vi.4 az egyedi alegységeket karakterizalo fiiggvényeket
jeloli. Az egyedi fiiggvények a Hill egyenlettel definidlhatd negativ kooperativitas
jellemezhetdk. Az egyes Kkatalitikus alegységek egymaés utan, a glutaminsav
koncentracio fliggvényében valnak aktivva.

A Ks értek nem csak ugy értelmezhetd, mint a maximalis sebesség feléhez
tartozo szubsztratumkoncentracio, de ugy is definialhato, mint
az a szubsztratumkoncentracid, melynél a katalitikus hely 50%-os valdszinliséggel
foglalt. Ennek értelmében tobb, eltérd szubsztratumaffinitdssal rendelkezd katalitikus
alegység eseteén, az 2 Vmax-hoz tartozo szubsztratumkoncentracion

a szubsztratumkdotddésnek azt a hatarat érjiik el, amelynél az elérhetd szubsztratum
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50%-o0s valosziniiséggel kotddik az affinisebb kotdhellyel rendelkezé aktiv helyen.
Minél nagyobb a szubsztratum koncentracidja, annal nagyobb valdszinliséggel lesz
foglalt a legnagyobb affinitasu kot6hely. Minél nagyobb a valdszinlisége annak, hogy
az affinisebb kotohely foglalt, annal nagyobb a val6szinlisége annak, hogy az affinitéasi
sorban kdvetkezd kotdhely is kothet szubsztratumot, vagyis katalitikusan aktivva valik.
A modellemben ezért a sorban aktivalodo alegységek aktivitasat az el6zd alegység
Ks érték segitségével definidlom. Tehat az x-tengelyen a masodik alegységet jellemzd
allapot elsé pontja jobbra tolodik Ksi-gyel, a harmadik Ksz-vel a negyedik Ksz-mal.
Ekkor:

- Vmaxl X [S]n Vmaxz X [S - Ksl]n Vmax3 X [S - Ksz]n Vmax4 X [S - KS3]n
7 K- +[S]n KD+ [S — Ky ™ K% + [S — K] K% + [S — Ky "

Ahol S az aktudlis szubsztratumkoncentracio, n a Hill koefficiens, Vmaxi-4
az aktualis szubsztratumkoncentracio és Ksi.4 az alegységekre jellemz6 %2Vmaxi-4-h0z
tartozd szubsztratumkoncentracio és S-Kse-1 < Kse (€: [2-4]) valamint Kse < Kseq 1.

A fenti egyenletek tehat felirhatok a kovetkezd részletes formaban:

1 1 1 1
+ +

B+ 55) 1 (55 + (o) +

Ez alapjan belathato, hogy az S < Ks1 allapotig a vo.4, az S < Ks2 allapotig a va.s,
az S < Kss allapotig a v, fliggvény nem értelmezhetd, mivel a nevezdébe ekkor 0 kertil.
Ezekben az allapotokban ezek nem jelennek meg addicionalis tagként. Vagyis ezek
az allapotok azt irjak le, hogy a soron kovetkezd alegység nem kot szubsztratumot.
A modellt a 20a abra szemlélteti. Az allosztérikus negativ kooperativitds miatt
az alapéllapotban még egyforma glutaminsav affinitdssal rendelkezd alegységek
affinitasa megvaltozik a szubsztratum kotésével (20b abra). Ezt az affinitasbeli
kiilonbséget az egyes allapotokhoz tartozo K értékek eltérése mutatja meg.

Megalkottunk egy olyan allosztérikus modellt, amely megmagyarazza
a toréspontok jelenlétét és szamitasba veszi az enzimmikodést jellemzd, sztérikus
taszitasbol fakad6 allosztérikus negativ kooperativitast. A modell nem szamol

a magasabb glutaminsav koncentracioknal tobbféle allapot egyidejii megjelenésének
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valészintiségével. A  jelenlegi modell feltételezi, hogy egy meghatdrozott
szubsztratumkoncentracio alatt a soron kovetkezd, kisebb affinitasu alegység egyaltalan

nem valik aktivva.

(a)

a
0 — b
i —c
% —d
© atb
‘g a+b+c
E — at+b+c+d
£
N
w
]
£
E
8
=
O]
Glutaminsav koncentracio
(b)
0 a atb atb+c atb+c+d
. ™Y o0 00
Glutaminsav o ., .' .. .o. ..o....
nélkdl o ® * *® ¢

Q0 ., OM _ OM _, OM _, Ok
QOTHATAAT @A T @4

KsQ < Ksn < KSA < Kso

20. abra: A plasztiszban lokalizalt glutamin-szintetaz enzimmiikodésének modellje.

(a) az enzim aktivitast karakterizalo fliggvények és Osszegzésiik abrazolasa. Az a-d fiiggvények
kiilon szemléltetik az egyes alegységek aktivalodasat, az 6sszegfliggvények szemléltetik az egy
idében dolgozd fiiggvények aktivitasat. A pirossal jelolt fliggvény jeloli a 4 katalitikus hely
Ossz aktivitasat, a mérheté GS aktivitast. (b) A glutaminsav (piros korok) kotddésének hatasa
a katalitikus helyek affinitasara, kiilonb6z6 glutaminsav ellatottsag alatt, az (a) abra
fliggvényeihez tartozé dallapotok vizualizacidja. Az eltéré geometriai formak az aktiv
alegységparok lehetséges allapotvaltozasait illusztraljak.
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5.2. Fémionok hatasanak vizsgalata

Vizsgalataink elsddleges célja volt, hogy megvizsgaljuk, megvaltoztatjak-e
jelentds mértékben a kiilonbozé fémionok a GS allosztérikus viselkedését, alapjaban
valtoznak-e a kinetikai gorbék. Tanulmanyoztuk, milyen hatdssal van egy aktivitast

serkentd, valamint egy aktivitast gatlé fémion jelenléte a GS aktivitasara.

5.2.1. Magnézium telitédés vizsgalata

A magnézium esszencidlis a GS miikodéséhez. Elsdéként magnézium
koncentraciosoron tanulmanyoztuk a GS aktivitast, ennek segitségével megallapitottuk
tovabbi kisérleteinkhez az optimalis Mg®* koncentraciét (21. 4bra).

Novekvé magnéziumkoncentraciora allando szubsztratumellatottsdg mellett
szigmoid gorbét kaptunk nyers fehérjekivonatban. A gorbe 12 mM felett telitddik,

a szigmoid inflexids tartomanya 5 és 10 mM kozott van.

20+
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E 0°°
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T o
= &
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Mg®* koncentracio (mM)

21. abra: A magnéziumellatottsag hatisa a GS aktivitasra.
Az aktivitas valtozasa alapjan a magnézium-kotbhely telitédésére a szigmoid gorbe jellemzd.

5.2.2. Aluminium hatdsanak vizsgalata

Ismeretes, hogy az AI** kézvetleniil kotddik a GS egyik fémion kotéhelyéhez és
ez a kotddés aktivitast noveld hatassal van az enzim miikodésére [126]. Megvizsgaltuk,
hogy ez a serkentd hatas az allosztérikus mitkdés befolyasolasan keresztiil valosul-e

meg.
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Azt az eredményt kaptuk (22. abra), hogy a kontroll allapothoz képest a gorbe
minden glutaminsav-koncentracioban a kontroll allapot allanddészoros (1,55 + 0,04)
szorzata. A gorbe dimenzidja nem valtozik, nem tolddik jobbra, vagy balra az X-tengely
(glutaminsav-koncentracio) mentén.

Eredményeink alapjan tehat az A1** a nélkiil befolyéasolja a reakcid sebességét,

hogy a glutaminsav-koétdhelyek affinitasat valtoztatna.
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Glutaminsav koncentracio (mM)

22. abra: A glutamin-szintetiz aktivitasanak valtozasa aluminium-nitrilotriecetsav
hatasara in vitro.

Az AP fémion jelenlétének hatisara né az enzim aktivitasa, de a kezelt enzim miikodését leird
gorbe oldal iranyu eltolodasa nem figyelheté meg. AI(IINTA: aluminium-nitrilotriecetsav.

5.2.3. Mangdn hatdsanak vizsgalata

A transzferaz aktivitast mérd protokollok hasznalnak mangéantartalmu vegytiletet
az in vitro enzimreakciohoz [9]. A buiza 6ssz GS aktivitasara viszont egyértelmiien gatlo
hatassal van a mangan jelenléte a reakcidelegyben a bioszintetikus reakcidban.

Kisérleteinkben MnCl, és MnSO, hatasat is megvizsgaltuk (23b abra).
A vizsgalt mangéan s6k hatdsdra azonos gatlo hatast kaptuk. Ennek értelmében
eltéré aranya nem eredményez eltérd kimenetelt. A kisérleteket ezért a tovabbiakban
MnCl,-dal folytattuk (23b abra). Rendkiviil alacsony, 167,3 + 1,0 nM koncentracional
mar 50%-os gatlast tapasztaltunk.
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23. abra: A Mn?* gatlé hatasa a glutamin-szintetaz aktivitasara in vitro.
(a) A sobol felszabaduld negativ toltésii ionok nincsenek hatassal a reakciora, vagy a hatas
azonos mértéki. (b) A gatlas teljes kivonatban mar pM-os koncentracidban érvényesiil.

Megvizsgaltuk, hogy a mangan jelenléte hatassal van-e a glutaminsav-fogyasztas
koncentraciofiiggd dinamikajara, az aluminium esetében alkalmazott logika szerint.
0,2 mM MnCl,-kezelésre  az  aktivitas a  felére (0,518 + 0,054-szeresére),
0,4 mM MnCl,-kezelésre a harmadara (0,365 + 0,038-szeresére) esett vissza.
A mangankezelt mérési sor minden pontja a kontroll allapot azonos glutaminsav-
koncentracional mért érték hanyadosa. Vagyis a gorbe nem tolodik el az X-tengely

(glutaminsav koncentracid) mentén (24.4bra).
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24. dbra: A glutamin-szintetaz aktivitisa Mn°*-kezelés hatasara.
A GS enzim aktivitdsa mangan hianyaban, valamint 0,2 és 0,4 mM MnCl,-dal torténd in vitro
kezelés hatasara.
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Tehat a mangan kotédése befolyasolja a reakcidsebességet, de feltehetdleg nem
befolyasolja a glutaminsav-telitddés dinamikajat. Mindemellett a képz6d6 GMH sincs
hatassal az enzimaktivitasara mangan jelenlétében sem, mivel a gorbe nem laposodik el.

A Mn®* hatasét az enzim bivalens kation kotéhelyeire nativ PAGE ¢és ICP-MS
kombinacidjaval vizsgaltuk. Mn®* és Mg?* jelenlétében 20 percig hagytuk futni
a biokémiai reakciot, majd az elegyeket nativ gélre vittilk. Elvéalasztas utan a gél egy
szeletén végrehajtott aktivitas vizsgalat segitségével feltérképeztik az izoenzimek
pontos helyét. A GS2 savjat izolaltuk, ¢s ICP-MS vizsgalatra kiildtiik. A mérésbol
kapott eredményeket a 25. abra mutatja be.

Fémion tartalom (ppb)

Kontroll Mn-kezelt

25. abra: A kloroplasztiszban lokalizalt glutamin-szintetaz fémion tartalmanak valtozasa
in vitro Mn?* kezelés hatasara.

A GS2 magnéziumtartalma Mn®* kezelés hatasara a felére csokkent. A mintdk Mn®*-tartalma
a kvantitalasi hataron van, kiilonbséget nem tudtunk kimutatni.

Kontroll allapotban a magnézium stabilan kotddik az enzimhez, a mangan kezelt
mintabol szarmazé GS-ben viszont a Mg?* mennyisége a felére esett vissza. Mindkét
minta esetén 1 ppb Mn®*-tartalmat eredményezd jelet kaptunk. Ez a mennyiség
az ICP-MS mérés kvantitalasi hataran van, tekinthetjiik a mangan mérés hattérzajanak.
A Mn? nem volt jelen egyértelmiien detektalhatd mennyiségben egyik vizsgalt
szegmenshen sem. Feltételezziik, hogy a Mn?* az elvalasztas soran disszocial
a fehérjérdl, ahhoz csak gyengén kotddik. A Mg?* és Mn®* kozti kiilonbséget az nl és

n2 kotdhelyek kiilonbozdsége magyarazhatja.
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6. Eredmények értékelése

6.1. Az enzim alegység-osszetételének vizsgalata

A buzalevél GS izoenzimek alegység-Osszetételének homomeritasat egy
specialis kétdimenzids elvalasztast kovetéen protein blottal vizsgaltuk (11. abra).
A vizsgalathoz a kétdimenzids szeparalds elsé dimenzidja nativ gélelektroforézis volt,
amely soran a citoplazma és Kkloroplasztisz lokalizalt izoformak nativ gélen jol
elkiilonithetden elvaltak egymastol. Az izoenzimek ilyen mddon vald elvélasztasa, €s
annak hatékonysaga miihelylink korabbi kozleményeib6l mar ismert [12,126].
A korabbi kisérleti eredményeknek megfeleléen csak 1-1 savot kaptunk, a GSI1-re,
illetve a GS2-re. A masodik dimenzioban SDS-PAGE-et alkalmaztunk. Blottolas utan
aGS1 és GS2 izoenzimeket két elkiiloniild folt jeldlte, az izoenzimekre jellemzd
molekulastly tartomanyban. Az izoenzimeket tehat egyrészt azonos alegységek épitik
fel, masrészt nincs az alegységekhez kotve olyan molekula, amely az enzim felszini
toltését vagy molekulatomegét megvaltoztatja az alkalmazott modszerek érzékenységi
tartomanyan feliil.

Eredményem ellentmondésban all egy olyan kézlemény allaspontjaval, mely egy
harmadik GS izoforma jelenlétét taglalja mas buzafajtakban [150]. A publikacioban
alkalmazott mintakezelés eltér az altalunk alkalmazottol, és nem veszi figyelembe
a spontan degradacio lehetdségét. Emellett a hexamer alegység Osszetételt feltételezi, de
nem veszi tekintetbe az eredmények kiértékelésekor, hogy a GS egy rendkiviil kompakt
multimer enzim, nagyon kevés rendezetlen régioval. Ismert, hogy a kromatografias
eljarasokban a molekula alakja is befolydsolja annak mobilitasat. Ahogyan ez eldnyként
kihasznalhatdé racém elegyek elvélasztasanal, ugy jelenthet ez problémat a fehérjék
elvalasztasa soran. A ,,blue” nativ elektroforetikus elvalasztas soran a GS holomer
molekulatomegéhez képest emiatt nagyobb elektroforetikus mobilitassal s
rendelkezhet, mint a cikkben referenciaként alkalmazott fehérjék, melynek nem is
jelolték meg az identitdsat. A GS3-ként azonositott fehérje szekvencidja pedig
aminosavra azonos az ismert GS2-vel, de azon a poszttranszlaciés modositasi helyeket
mashol jelolték meg. A kutatocsoport altal alkalmazott LC-MS elvalasztds ugyan
alkalmas informacio gyiijtésére, de azok megbizhatosaga kicsi. Az izoenzimet pedig

fény altal szabalyozott folyamatokra megjelend izoformaként emlegették. Az egyhetes



novényekbdl tobbéves munkdm sordn sohasem sikeriilt ilyen izoenzimet izolalnom.
Annak lehetdségét elvetem, hogy a rendszeriinkben ilyen izoforma jelen lenne.

A szakirodalomban eddig szerkezetileg leirt GS izoformakat homomer
Osszetételiként jellemezték, eredményeink is ezt az allaspontot erdsitik meg.
Az alegységosszetétel heterogenitasanak, vagyis a homomer szerkezetnek az ismerete
modellezési szempontbol igen fontos, hiszen részben ez adhatja alapjat annak
a feltételezésnek, hogy minden aktiv hely miikodése ugyanazzal az alap fliggvénnyel

irhato le.

6.2. Kis molekulasulyu effektor jelenlétének vizsgalata

Az enzim alegység-Osszetételének vizsgalata soran nem zarhattuk ki annak
a lehetdségét, hogy mialatt a mintdkat elokészitettiik az elektroforetikus vizsgalatokra,
ne veszithettiink volna el egy esetleges lazan kot6do effektormolekulat. A kiilonb6zo
homogenizaldsa sordan hatassal vannak a fehérjekornyezetre. Emellett a fehérjék
kiemelése azok nativ makromolekuldris kornyezetébdl szintén megvaltoztathatja
egymashoz valo6 viszonyukat. Az intracellularis kornyezetre jellemzé makromolekularis
zsufoltsag egészen mas kolcsonhatasokat képes fenntartani, mint amiket in vitro
megfigyelhetiink. Mar a minta homogenizdldsakor a vakuolaris és apoplasztikus
szféraban jelenlévo jelentés mennyiségli viz felszabaditasa is higitja az in vivo
kornyezetet.

Ludfiiben mutattak ki az ACR11 fehérje kolcsonhatasat a GS-zal. Az ACR11
in vitro kisérletekben megvaltoztatta a GS K értékét a Viax érték megvaltozasa nélkiil.
Vizsgalatainknak nem volt célja egy ilyen kolcsonhatd partner azonositasa, de ki kellett
zarnunk annak a lehetdségét, hogy tisztitott kivonatban jelen vannak az enzim
miikodését befolyasold egyéb komponensek.

Egy effektor jelen lehet a nyers kivonatos rendszerekben. Amennyiben egy ilyen
rendszer higitsa jelentOsen eltér a linedristol, vagyis egységnyi higuldsra nem ardnyos
valtozasok kovetkeznek be az aktivitdsban, az utalhat egy effektor jelenlétére, vagy
az enzim oligomer destabilizalodasara. A rendszeriinket higitassal vizsgalva (17. és 18.

abra) nem kaptunk olyan eredményt, amely egyértelmiien utalna allosztérikus effektor

------
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6.3. Szubsztratumszintii szabalyozas vizsgalata

A szubsztratumszintli szabalyozéast szamos kinetikai kisérletben vizsgaltuk,
melyeket szoftveresen értékeltiink ki. Kisérleteink els6dleges célja nem az enzim
részletes biokémiai karakterizdldsa, hanem a szubsztratumfogyasztds kinetikai
gorbéinek dinamikajanak vizsgalata, az azokat leir6 differencial egyenletek
dimenzidjanak meghatarozasa altal allosztérikus szabalyozéas Iehetdségének, és

regulator szubsztratum keresése.

6.3.1. Végtermékek hatisanak vizsgalata

A biokémiai utvonalak realisztikus kinetikai modellezéséhez nélkiilozhetetlen
az allosztérikus szabalyozas alatt allo enzimek ismerete [151]. Az egyes enzimreakciok
végtermékei hatassal lehetnek a reakciot katalizald enzimre, annak miikodését pozitivan
vagy negativan befolyasolhatjak.

Ismert, hogy a prokariotakban felfedezték egyes aminosavak negativ feedback
szabalyoz6 hatdsat a nitrogén anyagcserében, mely a GS aktivitds gatlasan keresztiil
valosul meg. A GS-nak 3 féle katalitikus aktivitasa ismert. In vivo koriilmények kozott a
GS a glutaminsavat glutaminna alakitja. Invitro pedig két eset jatszodhat le
az alkalmazott reakciokoriilményektdl fiiggden. Leirtdk az enzim transzferaz aktivitasat,
amely egyfajta modositott reverz reakcid, melynek eredményeképpen megfeleld
reakciokoriilmények alkalmazasaval, hidroxilamin hozzdadasaval GMH jon létre.
In vitro rendszeriinkben, ami egy modositott, de szintetikus reakcid, GMH keletkezik.
Nem volt fellelhetd olyan szakirodalom, mely a GMH termékgatlasat taglalta volna.
Mivel a szakirodalomban anegativ eredmények ritkan lekozoltek, bizonytalan volt,
hogy a termékgatlas tényleges hianya vagy a negativ eredmények nehézkes
publikdlhatosdga miatt nincs a GMH, mint termék hatdsar6l informécionk.
Megvizsgaltuk tehat in vitro, hogy a modositott reakcido soran GMH hozzaadasaval
hatéassal lehetiink-e a reakcidsebességre (15 abra). A GMH hozzaadasa nem okozott
ilyen valtozasokat, a kontroll allapothoz képest. A mesterséges végtermék tehat nem
okoz termék gatlast.

A természetes végterméknek, a glutaminnak részletesen megvizsgaltuk
a reakciora kifejtett hatasat teljes kivonatban (16. abra). A glutamin hozzaadasa okozott

kisebb valtozasokat a reakciot jellemz6 kinetikai gérbében. A teljes kivonatban viszont
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a glutamin maga extra szubsztratumként van jelen. gy feltételezhetéen befolyasolja
példaul akdr a GOGAT miikodését, ami extra glutaminsav termelést jelent
a reakcioelegyben. Végeredményben nem talaltunk arra vonatkozd erds és egyértelmi
bizonyitékot, hogy a glutamin negativ feedback regulator lenne in vitro kozegben,

a term¢k gatlast a glutamin esetében is kizarhatjuk.

6.3.2. Szubsztratumok hatdasdanak vizsgalata

Azzal a céllal, hogy regulator szubsztratumot talaljunk, elvégeztik az egyes
szubsztratumok hatasanak részletes analizisét. FErre vonatkozo kisérleteinkben

a GS reakcidsebességének valtozasait szubsztratum-koncentracidosorokon vizsgaltuk.

6.3.2.1. A hidroxilamin hatasa

Az enzim aktivitasat a GMH Fe(ll)-vel savas kozegben képzett szines
vegyiiletén keresztiil tudjuk detektalni. A GMH képzddéséhez, viszont hidroxilaminra
van sziikség nitrogén donorként. Az enzim aktivitdsarol igy olyan informéciot nyeriink,
amely hiien tlikr6zi annak ammonia fogyasztasat. Ezért tanulmanyozhattuk az ammonia
fogyasztas dinamikajat hidroxilamin koncentraciésoron. Ezt a dinamikat tobb féle
glutaminsav ellatottsag mellett is megvizsgaltuk (12. abra).

A kapott hirtelen emelkedd, gyorsan telitddd kinetikai gorbe alapjan
elmondhato, hogy a GS rendkivill magas ammonia affinitdssal rendelkezik, mely
allitasunkat a kalkulalt alacsony K értékek is igazoltdk. Ez a rendkiviili affinitas
onmagaban 1s arra utal, hogy a hidroxilamin-fogyasztasnak nincs semmilyen
autoregulacios korlatja.

A glutaminsav-ellatottsag ~ novelte a  maximalis  sebességet, ¢és
a glutaminsav-ellatottsag fliiggvényében a K értékek is rendre nové tendenciat mutattak.
Ez aldl kivétel az 1 mM glutaminsav-ellatottsag alatt mért Ks. Egyrészt a kinetikai
gorbék helyes felvételezéséhez elengedhetetlen a kezdeti szakaszok felvételezése
megfelelden  nagy  pontsiiriséggel.  Esetiinkben a  rendkiviil  alacsony
koncentraciotartoményban telitddé gorbe miatt meglehetdsen nehézkes a K érték
meghatarozadsa a reakcidelegy Osszemérésébdl adodd X-irdanyt szoras, vagyis
az esetleges apro diszturbancidk igen nagy jelentdsége miatt a kezdeti szakaszon.

Masrészt a mérhetd aktivitdsok is meglehetdsen alacsonyak.
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Bar a glutaminsav hatdsa a K értékekre igen csekély, nem tudhattuk, hogy
a felvételezés nehézségeibdl adodik-e ez az eltérés. Ezek az eredmények felvetették
annak a lehetdségét, hogy a glutaminsav regulator szubsztratum. A Vpax értékek
novekedése lehet egy regulacié kovetkezménye. Bar ez az emelkedés lehetne annak
a kovetkezménye is, hogy a reakcidtérben a glutaminsav mennyiségének novelésével
megnoveljiik a szubsztratum ¢és az enzim taldlkozasanak, ezzel a szubsztratumkotés
valoszinliségét.

Egyértelmii, hogy az ammonia az enzim aktivitdsanak szubsztratumként nem
regulatora, valamint a stabil telitddés azt is megmutatja, hogy 25 mM-0s hidroxilamin
koncentraciéig nem valosul meg olyan spontdn aminacid, ami zavarna az enzim
mikodését. Tehat, amennyiben a reakcidt tisztitott enzimkivonatokon hajtjuk végre,
akkor a reakcidelegy ammoéniumtartalma nem lesz hatdssal a tisztitott enzim

stabilitdsara, mikodésére.

6.3.2.2. Az ATP hatasanak vizsgalata

A GS altal katalizalt reakcid lejatszodasat az ATP hasitasa soran felszabadulo
energia biztositja. Az ATP hatdsat tobb glutaminsav-koncentracio mellett 1is
megvizsgaltuk (13. abra). Minden esetben azt tapasztaltuk, hogy a glutaminsav-
ellatottsadg meghatarozza a maximalis sebességet. A gorbék fiziologias tartomanyon sem
szigmoid, sem gyokos fiiggvények jellemz6it nem mutatjak, ami arra utal, hogy az ATP
kotddését nem jellemzi sem pozitiv sem negativ allosztérikus kooperativitas.

Ezen felil az ATP kinetikai gorbék felfutdsa mérsékelt a hidroxilamin
gorbékhez képest. Ez arra utal, hogy az enzim katalitikus ATP kotohelye kisebb
affinitast, mint a hidroxilamin kotéhely. Arrdl nincs kozvetlen informacionk, hogy
az ATP kotddése sziikséges-e a hidroxilamin kotdhely aktivacidjdhoz ndvényi
GS-okban.

Az ATP esetében is érvényesek azok a megfigyelések, mint amiket
a hidroxilamin kinetikak K értékeinek esetében észleltiink a glutaminsav-ellatottsag
hatasat illetéen nyers enzimkivonatban. Bar az ATP nagy koncentracioban csokkenti
az aktivitast, a telitddés kinetikai paramétereit a gatlas fellépéséig jellemeztiik, mivel
feltételeztiik, hogy eddig a pontig az ATP esszencidlis a reakcio lejatszodasa
szempontjabol. Masrészt nem ismert olyan széles korben alkalmazott és elfogadott

differencidlegyenlet, amely ilyen tipust gatlast egyértelmiien jellemez.
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Az ATP kinetikai gorbék maximumukat elérve a platd fazis kitartdsa helyett
novekvd ATP-koncentracié mellett csokkenést mutatnak. Tehat a szupraoptimalis
koncentracio folott, amely boven a fiziologias tartomany folétt van, az ATP gatolja
az enzimmiikodést. Ez logikusan akkor kovetkezhet be, ha a nativ enzimen vannak
olyan extra ATP kotohelyek, amelyek nem sziikségesek a katalitikus aktivitashoz. Egy
korabban megjelent publikacioban, ahol a Phaseolus vulgaris GS2 szamitogéppel
kalkulalt haromdimenzids modelljét kozolték, feltételezték egy ilyen kotohely 1étezését,
de azt kisérletes munkaval nem bizonyitottdk. Mivel a GS2-t homomer
alegységszerkezet jellemzi, az extra ATP-kotdhely az aktiv helyek felének reaktivitasat
(,,half-of-the-sites reactivity” vagy ,,half-site” reaktivitas) feltételezheti [71]. Ilyen ,,half-
site” reaktivitast feltételeztek patkanybol izolalt GS enzimben is [152].
Egy rekombinans ndvényi GS ATP kotddését vizsgald tanulmany arra a kovetkeztetésre
jutott, hogy minden alegység képes az ATP megkotésére [3].

A fenti két allitds, miszerint minden alegység képes ATP-t megkdtni, de
az alegységparoknak csak az egyik fele rendelkezik Kkatalitikus aktivitdssal,
eredményeim tiikkrében nem tekinthetd ellentmondonak. Az ATP hatdsat vizsgald
kinetikai kisérleteink egyben kizarjadk, hogy az ATP kotddése allosztérikusan
szabalyozott modon torténne. Ez az eredmény egybecseng az ATP kotddéseét vizsgalod
mas organizmusban, tanulmannyal, amely nem emlit ilyen felfedezést [3]. Emellett
méréseink egyben bizonyitékot is nyujtanak olyan ATP kotohelyek 1étezésére, melyek

a reakcid sztochiometriajahoz nem jarulnak hozza.

6.3.2.3. A glutaminsav hatésa

A glutaminsav telitési gorbéket tanulmanyozva két fontos megfigyelésiink volt
(14. abra). Az egyik, hogy a telitési kinetikat széles skalan tanulmanyozva a Hill
egyenlettel jellemezhetjiik a mérési pontok altal kirajzolt fiiggvényt. Ez arra utal, hogy a
vizsgalt enzim allosztérikus kooperativitassal rendelkezik. A Hill egyenlet Hill
koefficiense 1-nél kisebb szam, amely az allosztérikus negativ kooperativitassal
jellemezhetd mechanizmusokra utal. A gorbe jellegét csak a glutaminsav hatirozza
meg, hiszen kizartuk mind a reakci6 végtermékeinek hatdsat, valamint sem
a hidroxilamin, sem a méréshez alkalmazott ATP mennyisége nem fejt ki negativ hatast
az enzim mikddésére. Barmely negativ hatas esetén, mivel minden mérési pontban

azonosak a reakciokoriilmények (nyilvan a glutaminsav koncentracio kivételével),
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vagyis akinetikai viselkedést jellemzd fiiggvény szorzodjaként értelmezhetd,
a dimenzidjat nem érinti, vagyis csak Vpmax értékek szadmadatit érintené, melyet
munkdmnak nem volt célja pontosan meghatarozni, hiszen nem a pontos biokémiai
jellemzés, hanem az allosztérikus szabalyozas meghatarozasa volt a cél.

A masik fontos megfigyelés pedig, hogy az enzim glutaminsav telitési gorbéin
toréspontokat talaltunk, melyek nem voltak technikai hibdhoz kothetok. A toréspontok
pedig egy lépcsdzetes telitddési gorbét irtak le. Ezek a toréspontok egyértelmiivé,
kifejezetté valtak a tisztitott enzimkivonatok tanulmanyozasa soran. Feltételezhetjiik
tehat, hogy létezik egy glutaminsav-koncentraciotol fiiggd szubsztratumfogyasztasi
dinamika.

Az eddig elektronmikroszképpal vizsgalt nem rekombinans, Kloroplasztisz
lokalizalt GS fehérje oktamer szerkezetiinek bizonyult [70]. Egy olyan kozvetlen
szerkezetvizsgalat alapjan 1étrehozott modellben, amely andvényi GS holomer
Osszeépiilését nem prokaridta modell alapjan végezte, szintén arra jutott, hogy a novényi
GS oktamer szerkezetii [71]. Az holoenzimet minden eddig vizsgalt akar prokariota,
akar eukaridta izoformak esetén dimerek épitik fel. Az aktiv helyet egy N- és egy
C-termindlis régio feldli felszin alakitja ki. Nincs is mas lehetdség, mint hogy egy
alegységpar csak egyetlen katalitikusan aktiv helyet tud kialakitani, mivel belathato,
hogy az alegységek egyszerre kétfelé nem tudnak fordulni, és az alegységek nem egy
nagy folytonos korben allnak. Az ATP kotddésének altalunk leirt hatdsa az enzim
aktivitasra és a szakirodalmi adatok [3,71] alapjan tehat ugy tiinik, hogy a GS-ra
jellemz6 a ,,half-site” reaktivitas.

Ebbdl kovetkezik, hogy az altalunk észlelt 1épcsdzetes glutaminsav telitddési
kinetika értelmezhetd az alegységparok miikddési mechanizmusanak eredményeként.
Vagyis nem minden alegységpar miikodik egyszerre, hanem a glutaminsav-ellatottsag
novekedésével valnak aktivva. Ez csak akkor lehetséges, ha a glutaminsavra nézve
a dimerek eltér6 K értékkel rendelkeznek.

Tekintve, hogy a GS homomer alegység Osszetételll, a Ks értékek megvaltozasa
nagy valoszinliséggel szubsztratumkotddés 4ltal indukalt folyamat, akarcsak
a hemoglobin esetében [26]. Csakhogy a GS esetében az egyik alegység szubsztratum
kotése gatolja a tobbi alegység, szubsztratum kotését, aktivitasat. Ennek értelmében,
ahhoz, hogy egy kovetkez6 alegység is aktivva valhasson a szubsztratum
mennyiségének el kell érnie egy adott kiiszobszintet. A folyamat eredményeként

a telitédésben ugrasok lesznek, vagyis a kinetika 1épcsdzetessé valik. A 4 katalitikusan
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aktiv alegységpar telitddése esetén pedig logikusan 3 ilyen kiiszobszint lesz
megfigyelheté a glutaminsav telitési kinetikajaban. Ezzel megmagyarazhatdo a négy
1épcsds kinetika,

A szubsztratum-fiiggd dinamika az alacsonyabb glutaminsav-koncentracio-
tartomanyban figyelhetd meg. A ndvényekben a glutaminsav koncentracioja
a citoszolban és a sztromaban rendre 41 és 26,4 mM [97]. Ett6]l magasabb értéket csak
a floémben mértek [101], annak aktiv feltolt6désének eredményeként. Ebbol kovetkezik
tehat, hogy a GS2-nek a 30 mM alatti glutaminsav-koncentracio-tartomanyban beallo
valtozasokra kell elsésorban finoman reagalnia, amely limitalt szénvaz elérhetéséget
jelent. A miikddésnek ez a finomhangolasa biztositja a rendelkezésre allo szénvaz
(glutaminsav) szabalyozott fogyasztasat. Emellett bar csak a szénvaz elérhetdségének
fliggvényében ugyan, de azenzim ammoniumion affinitdsdnak koszonhetden
a kloroplasztiszban a GS2 nagy hatékonysaggal eliminalja a citotoxikus ammoniat.
Ennek a finomhangolt milkodésnek koszonhetéen a kloroplasztisz lokalizalt GS
megteremti és biokémiai avagy szubsztratumszinten szabalyozza is a kapcsolatot

a nitrogén- ¢és a szénanyagcsere kozott.

6.4. Fémionok hatasa a glutamin-szintetazra

A GS két bivalens kation-kotohellyel rendelkezd enzim, melynek aktivitasahoz
a Mg2+ nélkiilozhetetlen. Annak hatdsadt mar tobben vizsgaltdk, hogy milyen hatédssal
van az egyes novényi GS enzimek aktivitasara az ionikus kornyezet [126,153].
Az aluminium kotédését sikeriilt kimutatni a buza esetében, mely ndveli az enzim
aktivitasat [126]. Ez a kotodés csak a fémion-kotOhelyek felén valosul meg. Vagyis
affinitasuk alapjan a prokaridta rendszerekben azonositott Mg?* specifikus nl és
a kisebb Mg?*-affinitasu n2 bivalens kation kétShelyek a buza GS2-ben is megvannak.

Kisérleteinkben a Mg®* telitédését (21. abra), az Mn?* aktivitasra kifejtett hatasat
és az AI**, és Mn?* glutaminsav telitési kinetikara kifejtett hatasat vizsgaltuk meg teljes
kivonatokban Mg?®* jelenlétében. A Mn®* egyértelmiien gatolta az enzim aktivitast teljes
kivonatban a telitési Mg2+ koncentracidé mellett (23.abra). Ez alapjan feltételeztiik, hogy
a Mn** kotédik az enzimhez. A fémionok kotédése prokariotakban megvaltoztatta a GS
allosztérikus viselkedését. A glutaminsav telitési kinetikat vizsgalo kisérleteink soran

nem taldltunk arra utaldé jelet, hogy a Szubsztratum-ellatottsagtol fliggd
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glutaminsavfogyasi dinamika egyértelmiien valtozna barmely fémion kezelés esetén
(22. és 24. abra). Nem tapasztaltuk akinetikai gorbék egyértelmii eltolodasat
a kezelések hatasara, de a reakcidsebességre a fémion ellatottsag egyértelmiien
hatassal van.

Az invitro transzferaz reakcio reakciokoriilmények nélkiil tehat nem valdszind,
hogy a glutamin metabolizacidja jelentds mértékii lenne teljes kivonatban
Mn?* jelenlétében. Ezt fontos kijelenteni, mivel a homogenizalas sordn a vakudlumba
zart ionraktarakat is felszabaditjuk.

A GS Mn?* kétését megvizsgaltuk in vitro bioszintetikus reakciokoriilmények
kozott Mn?* hozzéadasaval és hozzaadasa nélkil, tisztitas utdn, ICP-MS méréssel
(25. abra). A Mn®**-t nem tartalmazd kontroll mintak a mangant nem tartalmaztak
egyértelmiien kimutathaté mennyiségben, a Mg2+ viszont nagy mennyiségben volt jelen.
Mn®*-kezelés hatasara viszont a Mg?* tartalom kozel a felére csokkent, igy biztosan
elmondhatjuk, hogy a Mn?* biztosan hatissal van az n2 kation kétShely fémion
kotésére.  Feltételezziik, hogy a Mn?* a szepardlds soran disszocialhatott
az n2 kotéhelyrol.

Az eredmények egyértelmiien mutatjak, hogy a Mn®* hatdssal van a kisebb
Mg?* affinitasi n2 kotShelyre, mivel a Mg®* tartalom csokkent. Az viszont nem
valdszinli, hogy a glutaminsav koncentraciofiiggd szubsztratumfogyasi dinamikat,
az enzimre jellemz6 allosztérikus negativ kooperativitast megvaltoztatja az Al vagy

az Mn*" jelenléte.
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7. Osszefoglalas

A blza a human élelmezés egyik legjelentdsebb gabonandvénye. Megfeleld
nevelési koriilmények, a helyes nitrogénellatds nagyban meghatarozza a szemtermés
mindségét, befolyasolja a raktarozott fehérjék mennyiségét ¢és mindségét, ezaltal
malom- ¢és siitdipari feldolgozhatdsagat. A nitrogénellatas optimalizalasaval, vagy
hatékonyabb nitrogén-anyagcserével rendelkezé6 novények eldallitdsaval mind
a terméshozamok, mind a termésmindség novelhetd. Ehhez az agrarinnovécidhoz,
a tudatos, feleldsségteljes nemesitéshez, genomszerkesztéshez viszont elengedhetetlen
az anyagcsereutak €s szabalyozé faktoraik mély ismerete.

A GS olyan multimer enzim, amely a GS-GOGAT-GDH ciklus részeként, mely
a nitrogén asszimilaci6 legfébb tutvonala, nélkiilozhetetlen a buza ndvekedése és
fejlédése soran, kiilonds tekintettel a szemfeltoltddés folyamatara. Emellett a GS
a nitrogénasszimilacio folyamataban részt vallalo enzimek lancolatanak az els6 olyan
tagja, amely a szervetlen nitrogénformat, az ammoniumot képes szénvazhoz kotni.
Az ammoniumiont energiabefektetéssel, vagyis ATP hasitasaval, glutaminsavhoz koti,
melynek eredményeként glutamin jon létre.

A glutamin és glutaminsav a szénanyagcsere fontos biokémiai intermedierei,
a floémben szallithatd nitrogénformék. Emellett egyre inkdbb ugy tlinik, hogy
a glutaminsav jelatviteli szereppel bir a novényvilagban is. A GS-nak tehat kiemelkedd
szerepe van az anyagcsere-térképen, ¢€s taldn a metabolikus allapotrél kozvetitd
szignalizacios Utvonalakban is. A GS legnagyobb biokémiai jelentdsége tehat a szén- és
nitrogénanyagcsere kapcsolatlétesitésében rejlik. Ebbdl kifolyolag feltételeztiik, hogy
a GS rendelkezik egy rendkiviil rovid valaszideju, effektiv, szigora szabalyozési
mechanizmussal szubsztratumszinten, melynek legjobb megfeleléje biokémiai szinten
az allosztérikus regulécio.

Az anyagcsere-utvonalakban kiemelt szereppel rendelkezé enzimek altalaban
rendelkeznek valamilyen allosztérikus szabalyozasi mechanizmussal. Az allosztérikus
szabalyozasnak egy kifinomult, dnszabalyozast lehetévé tevé formdja az allosztérikus
kooperativitas. Kooperativ ~allosztérikus viselkedés biztosithatja az iranyitott
szubsztratum fogyasztast. A szubsztraitum jelenléte Onmagaban elegendd a hatas
kivaltdsadhoz. A szubsztratum hasznositasa gyorsabban vagy lassabban mehet végbe

attol fliggden, hogy pozitiv, vagy negativ kooperativitasrol van sz6. Pozitiv



kooperativitas esetén a tobb szubsztratumkoté hellyel rendelkezé fehérje még nem
foglalt soron kovetkezd kotdhelyei konnyebben kotik meg a szubsztratumot az elsd és
rakovetkezo kotdhelyek elfoglalasa utan. Ez lehetdséget ad adott kornyezetben a gyors
telitédésre egy sziikebb koncentracid tartomanyban. Negativ kooperativitas esetén
a szubsztratumkotédés gatolja a soron kdvetkezd szubsztratum kotését. Ez egy lassabb
telitodést ¢és kevésbé valtakozo litemi termékképzodést biztosit egy széles
szubsztratumkoncentracio tartomanyban.

Kisérleteinkben vizsgaltuk a GS alegység 0Osszetételét, a GS2 allosztérikus
szabalyozasanak, kooperativitasinak meglétére utalé bizonyitékokat kerestlink
¢és azonositottuk a bioszintetikus reakcié regulator szubsztratumat. Megvizsgaltuk, hogy
az aluminium (AI*") és a mangan (Mn?") hatassal van-e a felfedett szubsztratumfiiggd
mechanizmusokra.

A GS alegység-Osszetételét kétdimenzids elvalasztassal (nativ + SDS PAGE)
egybekotott western blottal vizsgaltuk. Mind a citoplazma eredetli szdrmazo GS1, mind
a kloroplasztisz eredetli GS2 kiilonallo jelet adott tobbszori ismételt vizsgalatok esetén
iS. Az izoenzimek tehat homogén alegység szerkezettel rendelkeznek, és a GS1 és GS2
egyedi alegységekbdl ¢épiil fel. Ez megegyezik azirodalomban eddig kozolt
eredményekkel.

A vizsgalatainkbol kideriil, hogy sem a mesterséges szubsztratum alkalmazasa
mellett termel6dd, sem a természetes termék nem okozza az enzimaktivitds gatlasat.
Ez nem csak azt jelenti, hogy ezek az anyagok nem zavarjak a termékképzddést,
de egyben azt is kizarhatjuk, hogy a glutamin esetében a termékgatlas mint szabalyozasi
lehetdség felmeriilhet.

Tanulmanyoztuk a szubsztratumok szaturacios gorbéjét nyers enzimkivonatban,
ahol a GS aktivitas 80%-a a GS2-t6l szarmazik. Az enzim a hidroxilaminra, vagyis
az ammoéniumionra nézve rendelkezik a legnagyobb affinitassal. A jellegzetes
hiperbolikus szaturacié viszont egyben kizarta annak lehetSségét, hogy az NH4 -nak
szabdlyozd hatidsa lenne. Az ATP szaturdcidés gorbe telitddése Michaelis-Menten
kinetik4val jol jellemezhetd, ami a kooperativitds hianyat jelzi, ennek ellenére viszont
a tel6dés utani magas ATP koncentracional az aktivitas csokkenését tapasztaltuk. Nyers
enzimkivonatban a glutaminsav esetén a szubsztratum szaturaciés gorbe nehezen
telitddott, azon ismételt kisérletekben 3 nem tul kifejezett inflexios pontot figyeltiink
meg. A szaturacios gorbét a Hill egyenlettel jellemezhettiik a legjobban, 1-nél kisebb

Hill koefficienssel. A kinetikai gorbét jellemz6 fliggvény negativ kooperativitasra utal.
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A nyers enzimkivonatban kapott ATP és glutaminsav szubsztratum-
ellatottsaggal kapcsolatos megfigyeléseink a GS2-t tartalmazd tisztitott kivonatokban
még inkabb kifejezettebbek lettek. Az ATP gatld hatasa egyértelmiivé valt bizonyos
ATP-koncentracio felett. Ennek hatterében egy, areakcid sztochiometridgjdhoz nem
sziikséges ATP-kotohely allhat. Ez a kisérletes eredmény tovabb tdmogatja, egy
eddigiekben nem bizonyitott kdtOhely 1étezését. Egyben sajat kisérleti eredménytink, és
a szakirodalmi adatok Osszességébdl arra kovetkeztetlink, hogy az oligomert felépitd
monomerek szamanak a felével egyenld az aktiv helyek szama.

A glutaminsav-szaturacio esetében tapasztalt inflexidos pontokat a korabban
észlelt glutaminsav-koncentraciokndl kaptuk vissza, melyek a relative alacsony,
a fiziologiashoz kozeli glutaminsav-tartomanyra esnek. A toréspontok a gorbét 4 részre
osztjdk, mely arra utalhat, hogy 4 katalitikus hely miikodését irjak le. A Hill egyenlet
egyértelmii illeszkedése és a szakaszos telitddés egyértelmlien jelzi a negativ
kooperativitast. Feltételezziik, hogy a biza GS2 oktamer szerkezetli, mint, ahogyan
az eddig leirt nem rekombinans ndvényi glutamin szintetazok, és az enzimnek
a glutamisav allosztérikus regulator szubsztratuma.

A fenti eredmények alapjan a GS2 miikodése leirhatd egy olyan fliggvénnyel,
amely 4 olyan fliggvény, azaz Hill egyenlet 0sszege, melynek mindegyikét egy 1-nél
alacsonyabb Hill koefficiens és sorra novekvd Ks érték jellemzi.

A fémionok hatisat elemz6 vizsgalataink nem adtak olyan eredményt, amely
arra utalt volna, hogy a GS2 szubsztratumfiiggd telitési dinamikaja megvaltozna Mn®,
vagy Al*hatasira. A Mg®* kotédése viszont esszencidlis az enzim aktivitisa
szempontjabol. Emellett bar az Mn?* kotédését nem tudtuk kozvetleniil kimutatni, de
az egyértelmi, hogy a Mg2+ ionok leszoritasdért az n2 kotéhelyekrdl az Mn?" tehetd
feleldssé, ezzel csokkentve a GS aktivitdst. A fémionok tehat nem a glutaminsav
kotddésének befolyasolasan keresztiil vannak hatassal az enzim aktivitasara.

A kloroplasztiszban lokalizalt GS miikodését tehat a glutaminsav allosztérikusan
szabalyozza. A glutaminsav mint regulator szubsztratum felhasznalasat az enzim
felépitésébdl eredd, az alegységei kozott fellépd allosztérikus negativ kooperativitas
vezérli. Ezaltal a GS lehetdvé teszi a glutaminsav mint fontos metabolikus intermedier
és jelmolekula, fokozatos felhasznalasat egy széles, fiziologias
koncentraciotartomanyon. A negativ kooperativitdsnak koszonhetéen a GS2 nemcsak
anitrogén asszimilacioban, de egyuttal a szén-nitrogén egyensuly fenntartadsaban is

fontos szerepet tolt be, amelyet Gj novényfajtak 1étrehozasanal szamitasba kell venniink.
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A dolgozatban bemutatott legfontosabb j tudoméanyos eredmények tehat a kovetkezok:

A buazanévény levelének kloroplasztiszban lokalizalt GS2  izoenzime
allosztérikusan szabalyozott.

A felfedezett allosztérikus szabalyozas hattere az allosztérikus negativ
kooperativitas, melynek regulator szubsztratuma a glutaminsav.

A szabalyozas leirasara egy 1j, sajat, kozelitd matematikai modellt hoztunk 1étre.

A matematikai modellt egy Gj GS2 miikodési modellel tarsitottuk.

Az ATP szupraoptimdlis koncentracidban gatolja a kloroplasztiszban lokalizalt
glutamin-szintetaz aktivitasat in vitro.

Buzdban a Mn?* a GS2 Mgz+-k6t6helyeinek felérdl, feltehetdleg a kis

Mg®*-affinitast n2 fémionkdtShelyekrdl leszoritja a Mg?*-ot.
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8. Summary

Wheat is one of the most important cereal of human nutrition, The proper
growth conditions and nitrogen supply largely determine the yield quality, affect the
protein content and the quality of grain stored protein. Optimizing the nitrogen supply
or breedeing plats with mor efficient nitrogen metabolism can increase grain yields and
yield quality. The deep knowledge of metabolic pathways and their regulation elements
and mechanisms is essential for the implementation of this agricultural innovation, and
for the conscious, responsible breeding and genome editing processes.

The glutamine synthetase is a multimeric enzyme and part of the GS GOGAT-
GDH cycle, which is the main route for nitrogen assimilation. Hence GS is
indispensable for the adequate growth and development of wheat, and extremely
important for proper grain gilling process. Besides GS is the first enzyme in the
concatenation of the enzymes of nitrogen uptake, which is able to bind inorganic
nitrogen, ammonium, to an organic compound. GS binds the ammonium ion to glutamic
acid and produces glutamine, while the cleavage of one ATP molecule covers the
energy cost of the reaction.

The glutamine and the glutamic acid are important biochemical intermediates of
the carbon metabolism, and also transportable nitrogen forms via the phloem.
Additionally glutamic acid appears to have an emerging role in signal transduction in
the kingdom of plants. Thus GS has a significant function in metabolism, and perhaps in
the signaling pathways which mediate metabolic status. In summary, the greatest
biological significance of GS is making the connection between the nitrogen and carbon
cycle. Therefore we suggested that GS has a prompt, strict and effective regulation
mechanism at the level of substrates. The most appropriate version for this kind of
regulation mechanism at the biochemical level can be the allosteric regulation.

It is not outstanding, that enzymes with a prominent role in metabolic pathways
possess allosteric regulatory mechanisms. A special form of allostery, which enables
amore sophisticated autoregulation, is the allosteric cooperativity. The allosteric
cooperative behavior can ensure the controlled substrate consumption. The presence of
the substrate itself triggers the induction of the allosteric effect. The utilization of the
substrate can eventuate faster or slower depending on whether positive or negative

cooperativity is involved in the process. In case of positive cooperativity the binding of



the substrate facilitates the binding of the subsequent one at an unoccupied substrate
binding site on the catalytic site of a protein with multiple binding sites. This
mechanism allows fast saturation in a narrower substrate concentration range. In turn, in
case of negative cooperativity the binding of the substrate detain the binding of the
subsequent one. This mechanism ensures a slower saturation, and a less alternating
product formation rate in a wider substrate concentration range.

In this work the homogeneity of the subunit composition and the allosteric
regulation, the cooperative behavior of chloroplast glutamine synthetase was studied.
We investigated and identified the regulator substrate of the biosynthetic reaction. The

I**) and manganese (Mn?*) on the revealed substrate dependent

effect of aluminum (A
mechanisms was also examined.

The subunit composition of glutamine synthetase was examined by the
combination of two dimensional gel electrophoresis (native + SDS) and western blot.
Both GS1 and GS2 of leaves provided separate identical spots on the protein blot in
multiple repeated tests. Hence the isoenzymes composed of identical, homomer
subunits. This result is in accordance with the current stand of the literature.

The effect of substrates and products on GS activity in crude protein extracts of
leaves was investigated. Our results show, that neither the artefactual, nor the natural
product has no inhibitory effect on the enzyme activity. This does not only mean that
these compounds do not interfere with product formation, but we can also exclude
product inhibition as a regulatory option in case of glutamine.

The saturation curves of the substrates were studied in crude extract, where 80%
of the GS activity derives from GS2. The enzyme has the highest affinity for
hydroxylamine, thus ammonium ion. The typical hyperbolic saturation, however,
excluded the possibility that NH4. would have a regulatory effect. The saturation curve
for ATP can be well characterized by Michaelis-Menten kinetics, which indicates the
lack of allosteric cooperative effects, however after the eventuation of full saturation a
decrease in activity was observed at high ATP concentrations. In crude extracts
glutamic acid Kkinetic curves showed impeded saturation and 3 reproducible inflection
points were observed. The curve was best characterized by the Hill equation with a Hill
coefficient of less than 1. This mathematical function indicates the possibility that GS2
possesses allosteric negative cooperativity.

The results of ATP and glutamic acid assays of crude extracts were more

pronounced in case of the repeated experiments using purified GS2. The inhibitory
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effect of ATP has become clear. We suggest that this effect is owing to extra ATP
binding sites, which are not necessary for the stoichiometry of the reaction. This
experimental result supports the existence of an undetermined binding site. In addition,
our own experimental results and all the literature data suggest that the number of active
sites is equal to half the number of oligomer-forming monomers.

The inflection points of the glutamic acid saturation curves in case of purified
GS2 extracts were the same as in case of crude extracts. The eminent glutamic acid
concentrations belonging to the inflection points are in the range of physiological
intracellular glutamic acid concentration range. These breakpoints divide the curve into
4 parts, which appears to indicate the existence of four catalytically active sites. The
unequivocally fitting Hill equation allows determining GS2 as an enzyme possessing
allosteric negative cooperativity. We suggest, that the chloroplast localized GS of wheat
is an octamer, as the far described non-recombinant plant glutamine synthetase
iIsoenzymes, and glutamic acid is its regulatory substrate.

Based on the above results, the operational mechanism of GS2 can be described
by a function that is a sum of four functions, actually Hill equations, all of which are
characterized by a Hill coefficient less than 1 and growing K value.

Analysis of the effects of metal ions did not resulted in any evidence suggesting
that the dependent saturation dynamics of the GS2 substrate would change in response
to Mn®* or AI** treatment. We clarified that the binding of Mg?* was indispensable for
enzyme activity. In addition, although we could not directly prove the binding of Mn*",
it is obvious that Mn?* is responsible for the dissociation of Mg?* ions from the n2
cation binding sites, thereby reducing GS activity. Metal ions therefore do not influence
the activity of the enzyme via affecting the binding of glutamic acid.

In summary, the operation of the localized glutamine synthetase of wheat
chloroplast is allosterically regulated by glutamic acid. The utilization of glutamic acid
as a regulatory substrate is driven by the allosteric negative cooperativity activity, which
derives from the intramolecular interactions of the subunits, the assemblage of the
holoenzyme. Thus GS allows gradual utilization of glutamic acid, an important
metabolic intermediate and signal molecule, in a wide range of physiological
concentrations. Due to the negative cooperative behavior, GS2 plays an important role
not only in the assimilation of nitrogen but also in the maintenance of carbon-nitrogen
balance, which should be considered in the case of breeding or editing new plant

varieties.
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The most important new scientific results presented in the thesis are as follows:

The chloroplasts localized GS2 isoenzyme of wheat leaves is under allosteric
regulation.

The background of allosteric regulation is allosteric negative cooperativity driven
by the regulatory substrate which has been identified as glutamic acid.

To describe this regulation, we have created a new, approximate mathematical
model.

The mathematical model can be associated with our newly introduced mechanistic
model of GS2.

Supraoptimal ATP concentration inhibits the activity of GS2 in vitro.

In case of wheat GS2 half of the bound Mg?* can be displaced by Mn?*, presumably
this change occurs at the n2 metal binding sites, which have lower Mg?®* affinity.

-80-



9. Felhasznalt irodalom

[1]

[2]

3]

[4]

5]

(6]
[7]

(8]
[9]
[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

T. Qiuying, L. Nana, W. Bai, L. Li, J. Chen, P.B. Reich, Q. Yu, D. Guo, M.D. Smith,
A.K. Knapp, W. Cheng, P. Lu, Y. Gao, A. Yang, T. Wang, X. Li, Z. Wamg, Y. Ma, X.
Han, W.-H. Zhang, A novel soil manganese mechanism drives plant species loss with
increased nitrogen deposition in a temperate steppe, Ecology. 97 (2016) 65-74.
d0i:10.1890/15-0917.1.

B.J. Miflin, D.Z. Habash, The role of glutamine synthetase and glutamate dehydrogenase
in nitrogen assimilation and possibilities for improvement in the nitrogen utilization of
crops, J. Exp. Bot. 53 (2002) 979-987. doi:10.1093/jexbot/53.370.979.

M. Betti, A.J. Marquez, C. Yanes, A. Maestre, ATP binding to purified homopolymeric
plant glutamine synthetase studied by isothermal titration calorimetry, Thermochim.
Acta. 394 (2002) 63-71. doi:10.1016/S0040-6031(02)00239-3.

M.S. Balakrishnan, J.J. Villafranca, J.E. Brenchley, Glutamine synthetase from
Salmonella typhimurium: Manganese(ll), substrate, and inhibitor interaction with the
unadenylylated enzyme, Arch. Biochem. Biophys. 181 (1977) 603-615.
doi:10.1016/0003-9861(77)90267-3.

M. Leason, D. Cunliffe, D. Parkin, P.J. Lea, B.J. Miflin, Inhibition of pea leaf glutamine
synthetase by methionine sulphoximine, phosphinotricin and other glutamate analogues,
Phytochemistry. 21 (1982) 855-857.

D. O’Neal, K.W. Joy, Glutamine Synthetase of Pea Leaves, Plant Physiol. 54 (1974)
773-779. doi:10.1104/pp.54.5.773.

C. Guiz, B. Hirel, G. Shedlofsky, P. Gadal, Occurence and influence of light on the
relative proportions of two glutamine synthetases in rice leaves, Plant Sci. Lett. 15
(1979) 271-277.

D.H.P. Barratt, Method for the detection of glutamine synthetase activity on starch gels,
Plant Sci. Lett. 18 (1980) 249-255. doi:10.1016/0304-4211(80)90115-7.

D. Rhodes, G.A. Rendon, G.R. Stewart, The control of glutamine synthetase level in
Lemna minor L., Planta. 125 (1975) 201-211. doi:10.1007/BF00385596.

J.H. Peng, D. Sun, E. Nevo, Domestication evolution, genetics and genomics in wheat,
Mol. Breed. 28 (2011) 281-301. doi:10.1007/s11032-011-9608-4.

G. Petersen, O. Seberg, M. Yde, K. Berthelsen, Phylogenetic relationships of Triticum
and Aegilops and evidence for the origin of the A, B, and D genomes of common wheat
(Triticum aestivum), Mol. Phylogenet. Evol. 39 (2006) 70-82.
doi:10.1016/j.ympev.2006.01.023.

Z. Nagy, E. Németh, A. Guoth, L. Bona, B. Wodala, A. Pécsvaradi, Metabolic indicators
of drought stress tolerance in wheat: Glutamine synthetase isoenzymes and Rubisco,
Plant Physiol. Biochem. 67 (2013) 48-54. doi:10.1016/j.plaphy.2013.03.001.

H. Shi, B. Wang, P. Yang, Y. Li, F. Miao, Differences in sugar accumulation and
mobilization between sequential and non-sequential senescence wheat cultivars under
natural and drought conditions, PLoS One. 11 (2016) 1-17.
doi:10.1371/journal.pone.0166155.

A. Distelfeld, R. Avni, A.M. Fischer, Senescence, nutrient remobilization, and yield in
wheat and barley, J. Exp. Bot. 65 (2014) 3783-3798. d0i:10.1093/jxb/ert477.

C. Caputo, M.V. Criado, I.N. Roberts, M.A. Gelso, A.J. Barneix, Regulation of
glutamine synthetase 1 and amino acids transport in the phloem of young wheat plants,
Plant Physiol. Biochem. 47 (2009) 335-342. doi:10.1016/j.plaphy.2009.01.003.

R.J. Yon, A contrast in allostery: aspartate transcarbamyolases from wheat and from
Escherichia coli, Biochem.Soc.Trans. 17 (1989) 564-565. doi:10.1042/bst0170564.
M.A. Acaster, S. Scott-white, P.D.J. Weitzman, Carbamoyltransferase reactions in
plants. A survey for enzymic diversity and the potential for herbicidal activity of
transition state analogue inhibitors, J. Exp. Bot. 40 (1989) 1121-1125.
d0i:10.1093/jxb/40.10.1121.



[18]

[19]

[20]

[21]
[22]

[23]

[24]
[25]
[26]
[27]
[28]

[29]

[30]
[31]
(32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

M.J. Easton, R.J. Yon, Inactivation of wheat-germ aspartate transcarbamoylase by the
triazinyl dye, Procion Red HE3B, Biochim. Biophys. Acta (BBA)/Protein Struct. Mol.
1118 (1992) 298-302. doi:10.1016/0167-4838(92)90288-O.

J.J. Tyson, K.C. Chen, B. Novak, Sniffers, buzzers, toggles and blinkers: Dynamics of
regulatory and signaling pathways in the cell, Curr. Opin. Cell Biol. 15 (2003) 221-231.
d0i:10.1016/S0955-0674(03)00017-6.

M. Vivoli, J. Pang, N.J. Harmer, A half-site multimeric enzyme achieves its
cooperativity without conformational changes, Sci. Rep. 7 (2017) 16529.
d0i:10.1038/541598-017-16421-2.

AW. Fenton, Allostery: an illustrated definition for the “second secret of life,” Trends
Biochem. Sci. 33 (2008) 420—-425. doi:10.1016/j.tibs.2008.05.009.

J.P. Changeux, 50th anniversary of the word “allosteric,” Protein Sci. 20 (2011) 1119-
1124. doi:10.1002/pro.658.

K. Wilson, R. Baydoun, A., K. Ohlendieck, W. Paddock, S., R. Rapley, R. Burns, M.
Walker, J., A. Aiitken, J. Walker, A. Hofmann, R. Slater, J. Fyffe, Principles and
techniques of biochemistry and molecular biology, 7th ed., Cambridge University Press,
2010.

P.A. Frey, A.D. Hegeman, Enzymatic Reaction Mechanisms., 1st ed., Oxford University
Press, New York, 2007. doi:10.1002/ange.200785514.

M.L. Cérdenas, Michaelis and Menten and the long road to the discovery of
cooperativity, FEBS Lett. 587 (2013) 2767-2771. doi:10.1016/j.febslet.2013.07.014.

A. V. Hill, The possible effects of the aggregation of the molecule of hemoglobin on its
dissociation curves., J. Physiol. 40 (1910) iv—vii. doi:10.1017/CB09781107415324.004.
A.V. Hill, The combinations of haemoglobin with oxygen and with carbon monoxide. I.,
Biochem. J. 7 (1913) 471-480. doi:10.1042/bj0070471.

D.E. Koshland, The structural basis of negative cooperativity: Receptors and enzymes,
Curr. Opin. Struct. Biol. 6 (1996) 757-761. doi:10.1016/S0959-440X(96)80004-2.

T.W. Becker, M. Caboche, E. Carrayol, B. Hirel, Nucleotide sequence of a tobacco
cDNA encoding plastidic glutamine synthetase and light inducibility, organ specificity
and diurnal rhythmicity in the expression of the corresponding genes of tobacco and
tomato, Plant Mol. Biol. 19 (1992) 367-379. doi:10.1007/BF00023384.

L. Michaelis, M.L. Menten, Die Kinetik der Invertinwirkung, Biochem. Z. 49 (1913)
333-369. doi:10.1021/bi201284u.

J. Monod, J. Wyman, J.P. Changeux, On the nature of allosteric transitions: A plausible
model, J. Mol. Biol. 12 (1965) 88-118. doi:10.1016/S0022-2836(65)80285-6.

A. Levitzki, D.E. Koshland, Negative cooperativity in regulatory enzymes, Proc. Natl.
Acad. Sci. 62 (1969) 1121-1128. doi:10.1073/pnas.62.4.1121.

D.E. Koshland, G. Némethy, D. Filmer, Comparison of experimental binding data and
theoretical models in proteins containing subunits, Biochemistry. 5 (1966) 365-385.
d0i:10.1021/bi00865a047.

S.A. Bernhard, R.A. MacQuarrie, Half-site reactivity and the “induced-fit” hypothesis, JI.
Mol. Biol. 74 (1973) 73-78. doi:10.1016/0022-2836(73)90356-2.

D.H. Rao, L.R. Gowda, The D-galactose specific lectin of field bean (Dolichos lablab)
seed binds sugars with extreme negative cooperativity and half-of-the-sites binding,
Arch. Biochem. Biophys. 524 (2012) 85-92. doi:10.1016/j.abb.2012.05.005.

V.C. Sershon, B.D. Santarsiero, A.D. Mesecar, Kinetic and X-ray structural Evidence for
negative cooperativity in substrate binding to nicotinate mononucleotide
adenylyltransferase (NMAT) from Bacillus anthracis, J. Mol. Biol. 385 (2009) 867—-888.
d0i:10.1016/j.jmb.2008.10.037.

E.C. Bush, A.E. Clark, C.M. DeBoever, L.E. Haynes, S. Hussain, S. Ma, M.M.
McDermott, A.M. Novak, J.S. Wentworth, Modeling the role of negative cooperativity
in metabolic regulation and homeostasis, PL0oS One. 7 (2012) 1-6.
doi:10.1371/journal.pone.0048920.

T. Traut, Enzyme Activity : Allosteric Regulation, ELS. John Wiley Sons Ltd,
Chichester. Http//Www.Els.Net. (2014). doi:10.1002/9780470015902.a0000865.pub3.

-82 -



[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]
[51]

[52]

(53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

G. Li, P. Tillard, A. Gojon, C. Maurel, Dual regulation of root hydraulic conductivity
and plasma membrane aquaporins by plant nitrate accumulation and high-affinity nitrate
transporter NRT2.1, Plant Cell Physiol. 57 (2016) 733-742. doi:10.1093/pcp/pcw022.
P.J. Lea, J.-F. Morot-Gaudry, Plant nitrogen, 1st ed., Springer-Verlag Berlin Heidelberg,
New York, 2001.

J.A.A. O’Brien, A. Vega, E. Bouguyon, G. Krouk, A. Gojon, G. Coruzzi, R.A.A.
Gutiérrez, Nitrate Transport, Sensing, and Responses in Plants, Mol. Plant. 9 (2016)
837-856. doi:10.1016/j.molp.2016.05.004.

J. Sun, J.R. Bankston, J. Payandeh, T.R. Hinds, W.N. Zagotta, N. Zheng, Crystal
structure of the plant dual-affinity nitrate transporter NRT1.1, Nature. 507 (2014) 73-77.
doi:10.1038/nature13074.

A. Gojon, G. Krouk, F. Perrine-Walker, E. Laugier, Nitrate transceptor(s) in plants, J.
Exp. Bot. 62 (2011) 2299-2308. doi:10.1093/jxb/erq419.

G. Krouk, B. Lacombe, A. Bielach, F. Perrine-Walker, K. Malinska, E. Mounier, K.
Hoyerova, P. Tillard, S. Leon, K. Ljung, E. Zazimalova, E. Benkova, P. Nacry, A.
Gojon, Nitrate-regulated auxin transport by NRT1.1 defines a mechanism for nutrient
sensing in plants, Dev. Cell. 18 (2010) 927-937. doi:10.1016/j.devcel.2010.05.008.

Y. Kanno, A. Hanada, Y. Chiba, T. Ichikawa, M. Nakazawa, M. Matsui, T. Koshiba, Y.
Kamiya, M. Seo, Identification of an abscisic acid transporter by functional screening
using the receptor complex as a sensor, Proc. Natl. Acad. Sci. 109 (2012) 9653-9658.
d0i:10.1073/pnas.1203567109.

J.-J. Zhou, F.L. Theodoulou, I. Muldin, B. Ingemarsson, A.J. Miller, Cloning and
functional characterization of a Brassica napus transporter that is able to transport nitrate
and histidine, J. Biol. Chem. 273 (1998) 12017-12023. d0i:10.1074/jbc.273.20.12017.
J.H. Sherrard, J.A. Kennedy, M.J. Dalling, In Vitro Stability of Nitrate Reductase from
Wheat Leaves: Ill. Isolation and Partial Characterization of a Nitrate Reductase-
inactivating Factor., Plant Physiol. 64 (1979) 640-645.

T. Schondorf, W. Hachtel, The choice of reducing substrate is altered by replacement of
an alanine by a proline in the FAD domain of a bispecific NAD(P)H-nitrate reductase
from birch., Plant Physiol. 108 (1995) 203-10. do0i:10.1104/pp.108.1.203.

A.R. Harker, K.R. Narayanan, R.L. Warner, A. Kleinhofs, NAD(P)H Bispecific nitrate
reductase in barley leaves: Partial purification and characterization, Phytochemistry. 25
(1986) 1275-1279. doi:10.1016/S0031-9422(00)81271-6.

M.G. Redinbaugh, W.H. Campbell, Quaternary structure and composition of squash
NADH:nitrate reductase., J. Biol. Chem. 260 (1985) 3380-3385.

W.H. Campbell, Structure and function of eukaryotic NAD(P)H:nitrate reductase, Cell.
Mol. Life Sci. 58 (2001) 194-204. doi:10.1007/PL00000847.

L.P. Solomonson, M.J. Barber, Assimilatory nitrate reductase: functional properties and
regulation, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 41 (1990) 225-253.
doi:10.1146/annurev.pp.41.060190.001301.

C. Stohr, R.U. Wolfram, A succinate-oxidising nitrate reductase is located at the plasma
membrane of plant roots, Planta. 203 (1997) 129-132. d0i:10.1007/s00050173.

P. Rockel, F. Strube, A. Rockel, J. Wildt, W.M. Kaiser, Regulation of nitric oxide (NO)
production by plant nitrate reductase in vivo and in vitro, J. Exp. Bot. 53 (2002) 103—
110. d0i:10.1093/jxh/53.366.103.

R. Sturms, A.A. Dispirito, M.S. Hargrove, Plant and cyanobacterial hemoglobins reduce
nitrite to nitric oxide under anoxic conditions, Biochemistry. 50 (2011) 3873-3878.
d0i:10.1021/bi2004312.

M. Sugiura, M.N. Georgescu, M. Takahashi, A nitrite transporter associated with nitrite
uptake by higher plant chloroplasts, Plant Cell Physiol. 48 (2007) 1022-1035.
d0i:10.1093/pcp/pcm073.

J. Rexach, E. Fernandez, A. Galvan, The Chlamydomonas reinhardtii Narl Gene
Encodes a Chloroplast Membrane Protein involved in Nitrite Transport, Plant Cell. 12
(2000) 1441-1453. doi:10.1105/tpc.12.8.1441.

D. Loqué, S. Lalonde, L.L. Looger, N. Von Wirén, W.B. Frommer, A cytosolic trans-

-83-



[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

(78]

activation domain essential for ammonium uptake, Nature. 446 (2007) 195-198.
d0i:10.1038/nature05579.

S.M. Howitt, M.K. Udvardi, Structure, function and regulation of ammonium
transporters in plants, Biochim. Biophys. Acta - Biomembr. 1465 (2000) 152—170.
d0i:10.1016/S0005-2736(00)00136-X.

J.E. Johnson, J.A. Berry, The influence of leaf-atmosphere NHzq exchange on the
isotopic composition of nitrogen in plants and the atmosphere, Plant, Cell Environ. 36
(2013) 1783-1801. doi:10.1111/pce.12087.

S. Balotf, G. Kavoosi, B. Kholdebarin, Nitrate reductase, nitrite reductase, glutamine
synthetase and glutamate synthase expression and activity in response to different
nitrogen sources in nitrogen-starved wheat seedlings, Biotechnol. Appl. Biochem. 63
(2016) 220-229. d0i:10.1002/bab.1362.

J.M. van Rooyen, V.R. Abratt, H. Belrhali, T. Sewell, Crystal structure of type Ill
glutamine synthetase: Surprising reversal of the inter-ring interface, Structure. 19 (2011)
471-483. doi:10.1016/j.str.2011.02.001.

H. Unno, T. Uchida, H. Sugawara, G. Kurisu, T. Sugiyama, T. Yamaya, H. Sakakibara,
T. Hase, M. Kusunoki, Atomic structure of plant glutamine synthetase: A key enzyme
for plant productivity, J. Biol. Chem. 281 (2006) 29287-29296.
d0i:10.1074/jbc.M601497200.

J.R. Almassy, C.A. Janson, R. Hamlin, N.-H. Xuong, D. Eisenberg, Novel subunit—
subunit interactions in the structure of glutamine synthetase, Nature. 323 (1986) 304—
309. doi:10.1038/320129a0.

P. Jiang, A.J. Ninfa, Reconstitution of Escherichia coli glutamine synthetase
adenylyltransferase from N-terminal and C-terminal fragments of the enzyme,
Biochemistry. 48 (2009) 415-423. doi:10.1021/bi801775b.

D. Eisenberg, H.S. Gill, M.U.P. Gaston, S.H. Rotstein, Structure-function relationships
of glutamine synthetases, Biochim. Biophys. Acta. 1477 (2000) 122-145.
doi:10.1016/S0167-4838(99)00270-8.

E.R. Stadtman, The story of glutamine synthetase regulation, J. Biol. Chem. 276 (2001)
44357-44364. doi:10.1074/jbc.R100055200.

A.R. Seabra, H. Carvalho, P.J.B. Pereira, Crystallization and preliminary
crystallographic characterization of glutamine synthetase from Medicago truncatula,
Acta Crystallogr. Sect. F Struct. Biol. Cryst. Commun. 65 (2009) 1309-1312.
d0i:10.1107/S1744309109047381.

V.L. Tsuprun, T.G. Samsonidze, N.A. Radukina, A. V. Pushkin, Z.G. Evstigneeva, W.L.
Kretovich, Electron microscopy of glutamine synthetase from pea leaf chloroplasts,
BBA - Protein Struct. 626 (1980) 1-4. doi:10.1016/0005-2795(80)90190-7.

A. V. Pushkin, L.P. Antoniuk, N.A. Solovieva, V. V. Shubin, Z.G. Evstigneeva, W.L.
Kretovich, T. V. Cherednikova, T.L. Vladimir, O.N. Zograf, N.A. Kiselev, Glutamine
synthetases of pea leaf and seed cytosol. Structure and properties, Biochim. Biophys.
Acta. 828 (1985) 336-350.

O. Llorca, M. Betti, J.M. Gonzalez, A. Valencia, A.J. Marquez, J.M. Valpuesta, The
three-dimensional structure of an eukaryotic glutamine synthetase: Functional
implications of its oligomeric structure, J. Struct. Biol. 156 (2006) 469—479.
d0i:10.1016/j.jsb.2006.06.003.

M. Zolkiewski, N.J. Nosworthy, A. Ginsburg, Urea-induced dissociation and unfolding
of dodecameric glutamine synthetase from Escherichia coli: Calorimetric and spectral
studies, Protein Sci. 4 (1995) 1544-1552. doi:10.1002/pro.5560040812.

G. Mick, R. Tischner, Glutamine synthetase oligomers and isoforms in sugar beet ( Beta
vulgaris L. ), Planta. 181 (1990) 10-17. doi:10.1007/BF00202319.

L. Lima, A. Seabra, P. Melo, J. Cullimore, H. Carvalho, Phosphorylation and subsequent
interaction with 14-3-3 proteins regulate plastid glutamine synthetase in Medicago
truncatula, Planta. 223 (2006) 558-567. doi:10.1007/s00425-005-0097-8.

T. Osanai, A. Kuwahara, H. Otsuki, K. Saito, M. Yokota Hirai, ACR11 is an Activator
of Plastid-Type Glutamine Synthetase GS2 in Arabidopsis thaliana, Plant Cell Physiol.

-84 -



[76]

[77]

[78]

[79]

(80]

[81]

(82]

(83]

[84]

[85]

[86]

(87]

(88]

(89]

[90]

[91]

[92]

58 (2017) 650-657. doi:10.1093/pcp/pcx033.

A. Takabayashi, A. Niwata, A. Tanaka, Direct interaction with ACR11 is necessary for
post-transcriptional control of GLU1-encoded ferredoxin-dependent glutamate synthase
in leaves, Sci. Rep. 6 (2016) 1-10. doi:10.1038/srep29668.

Y.A. Choi, S.G. Kim, Y.M. Kwon, The plastidic glutamine synthetase activity is directly
modulated by means of redox change at two unique cysteine residues, Plant Sci. 149
(1999) 175-182. doi:10.1016/S0168-9452(99)00163-6.

P.M. Melo, L.S. Silva, I. Ribeiro, A.R. Seabra, H.G. Carvalho, Glutamine synthetase is a
molecular target of nitric oxide in root nodules of Medicago truncatula and is regulated
by tyrosine nitration, Plant Physiol. 157 (2011) 1505-1517. doi:10.1104/pp.111.186056.
N. Konishi, K. Ishiyama, M.P. Beier, E. Inoue, K. Kanno, T. Yamaya, H. Takahashi, S.
Kojima, Contributions of two cytosolic glutamine synthetase isozymes to ammonium
assimilation in Arabidopsis roots, J. Exp. Bot. 68 (2017) 613-625.
d0i:10.1093/jxb/erw454.

A. Grabowska, J. Kwinta, W. Bielawski, Glutamine synthetase and glutamate
dehydrogenase in triticale seeds: Molecular cloning and genes expression, Acta Physiol.
Plant. 34 (2012) 2393-2406. d0i:10.1007/s11738-012-1085-9.

K. Ishiyama, E. Inoue, M. Tabuchi, T. Yamaya, H. Takahashi, Biochemical background
and compartmentalized functions of cytosolic glutamine synthetase for active
ammonium assimilation in rice roots., Plant Cell Physiol. 45 (2004) 1640-7.
d0i:10.1093/pcp/pch190.

S. Timm, A. Florian, S. Arrivault, M. Stitt, A.R. Fernie, H. Bauwe, Glycine
decarboxylase controls photosynthesis and plant growth, FEBS Lett. 586 (2012) 3692—
3697. doi:10.1016/j.febslet.2012.08.027.

T. Kisaki, A. Imai, N.E. Tolbert, Intracellular localization of enzymes related to
photorespiration in green leaves, Plant Cell Physiol. 12 (1971) 267-273.
doi:10.1093/oxfordjournals.pcp.a074620.

M. Linka, A.P.M. Weber, Shuffling ammonia between mitochondria and plastids during
photorespiration, Trends Plant Sci. 10 (2005) 461-465.
doi:10.1016/j.tplants.2005.08.002.

J.W. Edwards, G.M. Coruzzi, Photorespiration and light act in concert to regulate the
expression of the nuclear gene for chloroplast glutamine synthetase., Plant Cell. 1 (1989)
241-248. doi:10.1105/tpc.1.2.241.

E. Kumagai, T. Araki, N. Hamaoka, O. Ueno, Ammonia emission from rice leaves in
relation to photorespiration and genotypic differences in glutamine synthetase activity,
Ann. Bot. 108 (2011) 1381-1386. doi:10.1093/achb/mcr245.

S.A. Robinson, A.P. Slade, G.G. Fox, R. Phillips, R.G. Ratcliffe, G.R. Stewart, G. Street,
LW.S.A. R, R.E.T. Al, The role of glutamate dehydrogenase in plant nitrogen
metabolism, Plant Physiol. 95 (1991) 509-516.

S.M. Bernard, A.L.B. Mgller, G. Dionisio, T. Kichey, T.P. Jahn, F. Dubois, M. Baudo,
M.S. Lopes, T. Tercé-Laforgue, C.H. Foyer, M.AJ. Parry, B.G. Forde, J.L. Araus, B.
Hirel, J.K. Schjoerring, D.Z. Habash, Gene expression, cellular localisation and function
of glutamine synthetase isozymes in wheat (Triticum aestivum L.), Plant Mol. Biol. 67
(2008) 89-105. d0i:10.1007/s11103-008-9303-y.

M. Lancien, P. Gadal, M. Hodges, Enzyme redundancy and the importance of 2-
Oxoglutarate in higher plant ammonium assimilation, Plant Physiol. 123 (2000) 817—
824. d0i:10.1104/pp.123.3.817.

P.J. Lea, B.J. Miflin, Glutamate synthase and the synthesis of glutamate in plants, Plant
Physiol. Biochem. 41 (2003) 555-564. doi:10.1016/S0981-9428(03)00060-3.

R. Nkoa, Y. Desjardins, N. Tremblay, Glutamine synthetase in broccoli (Brassica
oleracea) is regulated in vivo by reciprocal cooperativity, New Phytol. 158 (2003) 139-
149. d0i:10.1046/j.1469-8137.2003.00717.x.

R.M. Wallsgrove, J.C. Turner, N.P. Hall, a C. Kendall, S.W. Bright, Barley mutants
lacking chloroplast glutamine synthetase-biochemical and genetic analysis., Plant
Physiol. 83 (1987) 155-158. d0i:10.1104/pp.83.1.155.

-85 -



(93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]
[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

A. Bao, Z. Zhao, G. Ding, L. Shi, F. Xu, H. Cai, The stable level of glutamine synthetase
2 plays an important role in rice growth and in carbon-nitrogen metabolic balance, Int. J.
Mol. Sci. 16 (2015) 12713-12736. d0i:10.3390/ijms160612713.

H. Cai, Y. Zhou, J. Xiao, X. Li, Q. Zhang, X. Lian, Overexpressed glutamine synthetase
gene modifies nitrogen metabolism and abiotic stress responses in rice, Plant Cell Rep.
28 (2009) 527-537. doi:10.1007/s00299-008-0665-z.

M. Taniguchi, H. Miyake, Redox-shuttling between chloroplast and cytosol: Integration
of intra-chloroplast and extra-chloroplast metabolism, Curr. Opin. Plant Biol. 15 (2012)
252-260. doi:10.1016/j.pbi.2012.01.014.

K.C. Woo, U.I. Flugge, H.W. Heldt, A two-translocator model for the transport of 2-
oxoglutarate and glutamate in chloroplasts during ammonia assimilation in the light,
Plant Physiol. 84 (1987) 624-632. doi:10.1104/pp.84.3.624.

A. Weber, U.-1. Fligge, Interaction of cytosolic and plastidic nitrogen metabolism in
plants., J. Exp. Bot. 53 (2002) 865-874. doi:10.1093/jexbot/53.370.865.

M.G. Claros, M.L. Aguilar, F.M. Canovas, Evidence for an operative glutamine
translocator in chloroplasts from maritime pine ( Pinus pinaster Ait.) cotyledons, Plant
Biol. 12 (2010) 717-723. doi:10.1111/j.1438-8677.2009.00274 X.

C. Avila Saez, R. Mufioz-Chapuli, C. Plomion, J.M. Frigerio, F.M. Canovas, Two genes
encoding distinct cytosolic glutamine synthetases are closely linked in the pine genome,
FEBS Lett. 477 (2000) 237-243. doi:10.1016/S0014-5793(00)01796-8.

S. Dinant, J.L. Bonnemain, C. Girousse, J. Kehr, Phloem sap intricacy and interplay with
aphid feeding, Comptes Rendus - Biol. 333 (2010) 504-515.
doi:10.1016/j.crvi.2010.03.008.

H. Hayashi, M. Chino, Collection of pure phloem sap from wheat and its chemical
composition, Plant Cell Physiol. 27 (1986) 1387-1393.
doi:10.1093/oxfordjournals.pcp.a077237.

B.G. Forde, P.J. Lea, Glutamate in plants: Metabolism, regulation, and signalling, J.
Exp. Bot. 58 (2007) 2339-2358. doi:10.1093/jxb/erm121.

H.-M. Lam, J. Chiu, M.-H. Hsieh, L. Meisel, I.C. Oliveira, M. Shin, G. Coruzzi,
Glutamate-receptor genes in plants., Nature. 396 (1998) 125-126. doi:10.1038/24066.
C.A. Bonner, R.A. Jensen, Recognition of specific patterns of amino acid inhibition of
growth in higher plants, uncomplicated by glutamine-reversible “general amino acid
inhibition,” Plant Sci. 130 (1997) 133-143. d0i:10.1016/S0168-9452(97)00213-6.

C.A. Bonner, D.S. Williams, H.C. Aldrich, R.A. Jensen, Antagonism by L-glutamine of
toxicity and growth inhibition caused by other amino acids in suspension cultures of
Nicotiana silvestris , Plant Sci. 113 (1996) 43-58. do0i:10.1016/0168-9452(95)04284-9.
P. Walch-Liu, L.H. Liu, T. Remans, M. Tester, B.G. Forde, Evidence that L-glutamate
can act as an exogenous signal to modulate root growth and branching in Arabidopsis
thaliana, Plant Cell Physiol. 47 (2006) 1045-1057. doi:10.1093/pcp/pcj075.

B.G. Forde, P. Walch-Liu, Nitrate and glutamate as environmental cues for behavioural
responses in plant roots, Plant, Cell Environ. 32 (2009) 682—-693. doi:10.1111/j.1365-
3040.2008.01927 .x.

D. Tapken, U. Anschiitz, L. Liu, T. Huelsken, G. Seebohm, D. Becker, M. Hollmann, A
plant homolog of animal glutamate receptors is an ion channel gated by multiple
hydrophobic amino acids., Sci. Signal. 6 (2013) 1-10. doi:10.1126/scisignal.2003762.
E. Teardo, E. Formentin, A. Segalla, G.M. Giacometti, O. Marin, M. Zanetti, F. Lo
Schiavo, M. Zoratti, I. Szabd, Dual localization of plant glutamate receptor AtGLR3.4 to
plastids and plasmamembrane, Biochim. Biophys. Acta - Bioenerg. 1807 (2011) 359—
367. doi:10.1016/j.bbabio.2010.11.008.

E. Teardo, L. Carraretto, S. De Bortoli, A. Costa, S. Behera, R. Wagner, F. Lo Schiavo,
E. Formentin, I. Szabo, Alternative Splicing-Mediated Targeting of the Arabidopsis
GLUTAMATE RECEPTORS3.5 to Mitochondria Affects Organelle Morphology, Plant
Physiol. 167 (2015) 216-227. doi:10.1104/pp.114.242602.

P. Vatsa, A. Chiltz, S. Bourque, D. Wendehenne, A. Garcia-Brugger, A. Pugin,
Involvement of putative glutamate receptors in plant defence signaling and NO

-86 -



[112]

[113]
[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

[125]

[126]

[127]

[128]

[129]

production, Biochimie. 93 (2011) 2095-2101. doi:10.1016/j.biochi.2011.04.006.

Y. Cheng, Q. Tian, W.-H. Zhang, Glutamate receptors are involved in mitigating effects
of amino acids on seed germination of Arabidopsis thaliana under salt stress, Environ.
Exp. Bot. 130 (2016) 68-78. doi:10.1016/j.envexpbot.2016.05.004.

M.B. Price, J. Jelesko, S. Okumoto, Glutamate receptor homologs in plants: functions
and evolutionary origins, Front. Plant Sci. 3 (2012) 235. doi:10.3389/fpls.2012.00235.
B.G. Forde, Glutamate signalling in roots, J. Exp. Bot. 65 (2014) 779-787.
d0i:10.1093/jxb/ert335.

K. Ishiyama, E. Inoue, T. Yamaya, H. Takahashi, GIn49 and Ser174 residues play
critical roles in determining the catalytic efficiencies of plant glutamine synthetase, Plant
Cell Physiol. 47 (2006) 299-303. doi:10.1093/pcp/pci238.

E. Grygo-Szymanko, A. Tobiasz, S. Walas, Speciation analysis and fractionation of
manganese: A review, Trends Anal. Chem. 80 (2016) 112-124.
d0i:10.1016/j.trac.2015.09.010.

A. Kushwaha, N. Hans, S. Kumar, R. Rani, A critical review on speciation, mobilization
and toxicity of lead in soil-microbe-plant system and bioremediation strategies,
Ecotoxicol. Environ. Saf. 147 (2018) 1035-1045. doi:10.1016/j.ecoenv.2017.09.049.

M. Ivarsson, C. Broman, N.G. Holm, Chromite oxidation by manganese oxides in
subseafloor basalts and the presence of putative fossilized microorganisms, Geochem.
Trans. 12 (2011) 1-10. doi:10.1186/1467-4866-12-5.

B. Atwell, P. Kriedemann, C. Turnbull, Plants in action: adaptation in nature,
performance in cultivation, MacMillan Education, 1999,
http://plantsinaction.science.uq.edu.au/editionl/.

R. Tomioka, A. Oda, C. Takenaka, Root growth enhancement by rhizospheric aluminum
treatment in Quercus serrata Thunb. seedlings, J. For. Res. 10 (2005) 319-324.
d0i:10.1007/s10310-005-0152-0.

K.J. Mullette, Stimulation of growth in Eucalyptus due to aluminium, Plant Soil. 42
(1975) 495-499. doi:10.1007/BF00010026.

T. Watanabe, S. Jansen, M. Osaki, The beneficial effect of aluminium and the role of
citrate in Al accumulation in Melastoma malabathricum, New Phytol. 165 (2005) 773—
780. d0i:10.1111/j.1469-8137.2004.01261.x.

J. Navascués, C. Pérez-Rontomé, D.H. Sanchez, C. Staudinger, S. Wienkoop, R. Rellan-
Alvarez, M. Becana, Oxidative stress is a consequence, not a cause, of aluminum
toxicity in the forage legume Lotus corniculatus, New Phytol. 193 (2012) 625-636.
doi:10.1111/j.1469-8137.2011.03978.x.

E. Darké, H. Ambrus, E. Stefanovits-Banyai, J. Fodor, F. Bakos, B. Barnabas,
Aluminium toxicity, Al tolerance and oxidative stress in an Al-sensitive wheat genotype
and in Al-tolerant lines developed by in vitro microspore selection, Plant Sci. 166 (2004)
583-591. doi:10.1016/j.plantsci.2003.10.023.

F. Zsoldos, A. Vashegyi, L. Bona, A. Pécsvéradi, Z. Szegletes, Aluminium and nitrite
induced alteration in potassium transport of wheat, Cereal Res. Commun. 27 (1999)
147-153. https://www.jstor.org/stable/23786278.

A. Pécsvaradi, Z. Nagy, A. Varga, A. Vashegyi, 1. Labdi, G. Galbacs, F. Zsoldos,
Chloroplastic glutamine synthetase is activated by direct binding of aluminium, Physiol.
Plant. 135 (2009) 43-50. d0i:10.1111/j.1399-3054.2008.01167.X.

N. Yamaji, C.F. Huang, S. Nagao, M. Yano, Y. Sato, Y. Nagamura, J.F. Ma, A zinc
finger transcription factor ART1 regulates multiple genes implicated in aluminum
tolerance in rice, Plant Cell. 21 (2009) 3339-3349. doi:10.1105/tpc.109.070771.

J. Xia, N. Yamaji, T. Kasai, J.F. Ma, Plasma membrane-localized transporter for
aluminum in rice, Proc. Natl. Acad. Sci. 107 (2010) 18381-18385.
doi:10.1073/pnas.1004949107.

O.A. Hoekenga, L.G. Maron, M.A. Pineros, G.M.A. Cancado, J. Shaff, Y. Kobayashi,
P.R. Ryan, B. Dong, E. Delhaize, T. Sasaki, H. Matsumoto, Y. Yamamoto, H. Koyama,
L. V. Kochian, AtALMTZ1, which encodes a malate transporter, is identified as one of
several genes critical for aluminum tolerance in Arabidopsis, Proc. Natl. Acad. Sci. 103

-87 -



[130]

[131]

[132]

[133]

[134]

[135]

[136]

[137]

[138]

[139]

[140]

[141]

[142]

[143]

[144]

[145]

[146]

[147]

(2006) 9738-9743. doi:10.1073/pnas.0602868103.

Y. Wang, R. Li, D. Li, X. Jia, D. Zhou, J. Li, S.M. Lyi, S. Hou, Y. Huang, L. V.
Kochian, J. Liu, NIP1;2 is a plasma membrane-localized transporter mediating
aluminum uptake, translocation, and tolerance in Arabidopsis, Proc. Natl. Acad. Sci. 114
(2017) 5047-5052. doi:10.1073/pnas.1618557114.

L. V. Kochian, O.A. Hoekenga, M.A. Pifieros, How do crop plants tolerate acid soils?
Mechanisms of aluminum tolerance and phosphorous efficiency, Annu. Rev. Plant Biol.
55 (2004) 459-493. doi:10.1146/annurev.arplant.55.031903.141655.

F.C.B. Zambrosi, G.L. Mesquita, P.E.R. Marchiori, F.A.O. Tanaka, E.C. Machado, R.V.
Ribeiro, Anatomical and physiological bases of sugarcane tolerance to manganese
toxicity, Environ. Exp. Bot. 132 (2016) 100-112. doi:10.1016/j.envexpbot.2016.08.011.
M. Lou Guerinot, The ZIP family of metal transporters, Biochim. Biophys. Acta -
Biomembr. 1465 (2000) 190-198. doi:10.1016/S0005-2736(00)00138-3.

S.A. Kim, T. Punshon, A. Lanzirotti, A. Li, J.M. Alonso, J.R. Ecker, J. Kaplan, M. Lou
Guerinot, Localization of iron in Arabidopsis seed requires the vacuolar membrane
transporter VIT1, Science (80-.). 314 (2006) 1295-1298. doi:10.1126/science.1132563.
P.A. Salomé, Manganese is a plant’s best friend: intracellular Mn transport by the
transporter NRAMP2, Plant Cell. 29 (2017) tpc.00965.2017. doi:10.1105/tpc.17.00965.
J.F. Shao, N. Yamaji, R.F. Shen, J.F. Ma, The key to Mn homeostasis in plants:
regulation of Mn transporters, Trends Plant Sci. 22 (2017) 215-224.
doi:10.1016/j.tplants.2016.12.005.

F. Zsoldos, E. Haunold, A. Vashegyi, The effects of phosphate supply on uptake of
potassium ions, 2,4-D and atrazine by wheat and maize, Physiol. Plant. 68 (1986) 154—
158. d0i:10.1111/j.1399-3054.1986.th06611.x.

M.M. Bradford, A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
guantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding, Anal. Biochem. 72
(1976) 248-254. doi:10.1016/0003-2697(76)90527-3.

U.K. Laemmli, Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4., Nature. 227 (1970) 680-5. doi:10.1038/227680a0.

H. Schigger, G. von Jagow, Tricine-sodium dodecy! sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis for the separation of proteins in the range from 1 to 100 kDa., Anal.
Biochem. 166 (1987) 368—-379. d0i:10.1016/0003-2697(87)90587-2.

M.J. Bennett, J. V. Cullimore, Glutamine synthetase isoenzymes of Phaseolus vulgaris
L.: subunit composition in developing root nodules and plumules, Planta. 179 (1989)
433-440. doi:10.1007/BF00397582.

J. V. Cullimore, B.J. Miflin, Immunological studies on glutamine synthetase using
antisera raised to the two plant forms of the enzyme from Phaseolusroot nodules, J. Exp.
Bot. 35 (1984) 581-587. doi:10.1093/jxb/35.4.581.

V. Neuhoff, R. Stamm, H. Eibl, Clear background and highly sensitive protein staining
with Coomassie Blue dyes in polyacrylamide gels: A systematic analysis,
Electrophoresis. 6 (1985) 427-448. doi:10.1002/elps.1150060905.

N. Lehotai, Z. Kolbert, A. Petd, G. Feigl, A. Ordég, D. Kumar, I. Tari, L. Erdei,
Selenite-induced hormonal and signalling mechanisms during root growth of
Arabidopsis thaliana L., J. Exp. Bot. 63 (2012) 5677-5687. doi:10.1093/jxb/ers222.
G.R. Stewart, D. Rhodes, A comparison of the charecteristics of glutamine synthetase
and glutamate dehydrogenase from Lemna minor L., New Phytol. 79 (1977) 257-268.
d0i:10.1111/j.1469-8137.1977.tb02203.x.

V. De Col, P. Fuchs, T. Nietzel, M. Elsasser, C.P. Voon, A. Candeo, I. Seeliger, M.D.
Fricker, C. Grefen, .M. Mgller, A. Bassi, B.L. Lim, M. Zancani, A.J. Meyer, A. Costa,
S. Wagner, M. Schwarzlidnder, ATP sensing in living plant cells reveals tissue gradients
and stress dynamics of energy physiology, Elife. 6 (2017) 1-29.
doi:10.7554/eLife.26770.

E. Németh, Z. Nagy, A. Pécsvaradi, Chloroplast Glutamine Synthetase , the Key
Regulator of Nitrogen Metabolism in Wheat , Performs Its Role by Fine Regulation of
Enzyme Activity via Negative Cooperativity of Its Subunits, Front. Plant Sci. 9 (2018)

- 88 -



[148]

[149]

[150]

[151]

[152]

[153]

191. d0i:10.3389/fpls.2018.00191.

B.M. Shapiro, E.R. Stadtman, The regulation of glutamine synthesis in microorganisms,
Annu. Rev. Microbiol. 24 (1970) 501-24. doi:10.1146/annurev.mi.24.100170.002441.
T.F. Deuel, S. Prusiner, Regulation of glutamine synthetase from Bacillus subtilis by
divalent cations, feedback Inhibitors, and L-glutamine, J. Biol. Chem. 249 (1974) 257-
264.

X. Wang, Y. Wei, L. Shi, X. Ma, S.M. Theg, New isoforms and assembly of glutamine
synthetase in the leaf of wheat (Triticum aestivum L.), J. Exp. Bot. 66 (2015) 6827—
6834. doi:10.1093/jxb/erv388.

K. van Eunen, J.A.L. Kiewiet, H. V. Westerhoff, B.M. Bakker, Testing biochemistry
revisited: How in vivo metabolism can be understood from in vitro enzyme kinetics,
PLoS Comput. Biol. 8 (2012). doi:10.1371/journal.pcbi.1002483.

S.S. Tate, a Meister, Regulation of rat liver glutamine synthetase: activation by alpha-
ketoglutarate and inhibition by glycine, alanine, and carbamyl phosphate., Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A. 68 (1971) 781-785. d0i:10.1073/pnas.68.4.781.

W. Bielawski, Purification and partial characterization of glutamine synthetase isoforms
from Triticale seedlings.pdf, Acta Biochim. Pol. 41 (1994) 397-404.

-89 -



10. Mellékletek

1. melléklet:

A tablazat a magyarorszagi (a) buzatermésre és (b) mutragya felhasznélasra

vonatkoz6 adatokat mutatja. Az adatok rendre a Kozponti Statisztikai Hivatal

2017.10.20. és 2017.11.10.-1 adatai, melyek a kdvetkezd linkeken keresztiil érhetdk el:
https://www.ksh.hu/docs/hun/xstadat/xstadat_eves/i_omn00la.html
https://www.ksh.hu/docs/hun/xstadat/xstadat_eves/i_tal001b.html

(a)
2014 2015 2016
Termés adatok
Betakaritott tertilet (ha) 1112 730 1029318 | 1044314
Betakaritott 0sszes termés (t) 5261 890 5331426 | 5603 184
Termésatlag (kg/ha) 4730 5180 5370
Felhasznalas (t)
Ipari feldolgozas 1 145 008 1172413 | 1216968
Takarmanyfelhasznalas 1150 817 1187686 | 1163076
Vetdmag-felhasznalas 258 240 262 548 241 665
Kivitel 2483431 1962562 | 2764795
(b)
Nitrogén bevitel (ezer t) | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016
mitragyazassal 302,6 | 313,5 | 343,7 | 327,2 | 358,9 | 366,0
szervestragyazassal 118,9 | 118,5 | 120,0 | 123,9 | 128,8 | 129,2
egyéb (légkori iilepedés,
nitrogén kotés, 753 | 72,7 82,5 934 | 86,1 90,0
szaporitdéanyagok)
osszesen 496,7 | 504,8 | 546,1 | 544,4 | 5739 | 585,2
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10. Mellékletek

II. melléklet:

A magyarorszagi szanoteriiletek, a teriiletek belviz kitettsége és a talajok
kémhatasa. Az eredeti térképek elérheték a Nemzeti Elelmiszerbiztonsagi Hatésag
honlapjan keresztiil. A forrasok a térképek alatt.

(a): Magyarorszag talajainak vizgazdalkodasa:

A talaj vizgazdalkodési tulajdonsagai (agrarpotencial)

Vizgazdalkodds

Szelsdseges vizgazdalkodasn talajok
Rossz vizgazdalkad asd talajok

|| Kizepes vizgazdalkodasd talajok
I Ja vizgazdalkodasi talajok

[ L] 183 Az

http://enfo.agt.bme.hu/drupal/sites/default/files/vizgazalkodas.gif

(b) A talajok kémhatasa Magyarorszagon:

http://airterkep.nebih.gov.hu/gis_portal/talajvedelem/pdf/LB-NA-27539-HU-N_online.pdf
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(c): Magyarorszag teriilethasznalata:

A Duna-vizgy(ijtd magyarorszagi része
TERULETHASZNALAT

Jelmagya'r;zt
- alegységhatar Teriilethasznalat

~— orszaghatar belterilet vegyes mezbgazdasagi teriilet
szantofold erdd

s2016, gyimolcsés Wl vizenyds teriilet
rét, legeld allo- és folyoviz

http://enfo.agt.bme.hu/drupal/sites/default/files/orsz_0102kicsibb.jpg

II1. melléklet:

A 12, abran Dbemutatott hidroxilamin szaturdciés gorbékre illesztett

Michaelis-Menten egyenlet paraméterei.

Glutaminsav Vimax = SE Ks+ SE
(mM) (nkat g™ FW) (mM)
1 0,41+ 0,01 2,00+ 0,27
3,5 0,67 £ 0,01 1,07 £ 0,09
8 0,83 +0,01 1,23 +£0,11
30 1,41 +£0,03 1,45+0,14

SE: ,,standard error” az illesztett gorbétdl valo eltérés alapjan
a program altal szamitott érték
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IV. melléklet:

A 13. édbran bemutatott ATP szaturacidés gorbékre illesztett Michaelis-Menten
egyenlet paraméterei. A gorbeillesztést a gatlas fellépéséig illesztettiik, feltételezve,
hogy a telitettség eléréséig nem 1¢ép fel allosztérikus gatlas.

Glutaminsav Vmax* SE Ks+ SE
(mM) (nkat g™ FW) (mM)
1 0,32 +0,02 0,94 + 0,24
3,5 0,69 + 0,03 1,44 +0,23
8 1,09 + 0,03 2,11+0,20
30 2,06 + 0,03 3,49+0,14

SE: ,,standard error” az illesztett gorbétdl valo eltérés alapjan
a program altal szamitott érték

V. melléklet:
A tisztitott GS2 glutaminsav szaturacios gorbéjére (14. &bra) illesztett

alapmodellek SigmaPlot® segitségével szamitott statisztikai kimenete:

Egyenlet AlCc R,
Hill 5.393 0.99242
Michaelis-Menten 17.553 0.98096

Szubsztratum Aktivacio (Random)  21.040 0.98096
Szubsztratum Gatlas

(Uncompetitive) 21.041 0.98096
Szubsztratum Aktivacio (Ordered)  21.153 0.98083
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VI.. szama melléklet:

Az alkalmazott tisztitasi metddus hatékonysaganak ellendrzése SDS denaturald
g¢l elektroforézissel. A szeparalast az ,,Anyagok ¢és modszerek” fejezetben ismertetett
SDS PAGE modszer szerint hajtottuk végre. A mintafelvitelhez hasznalt minta felvivo
puffer Osszetétele a kovetkezdképpen alakult: 150 mM Tris-HCI pH 6,8, 6,8% SDS,
11% glicerin, 6% B-merkaptoetanol. A minta : mintapuffer aranya 2 : 1 volt. A tisztitott
GS2 oldat fehérje végkoncentracioja 0.028 pg/ul volt.

A futtatas utan CBBG festéssel tettiilk lathatova a fehérjéket, mely az alabbi
képen lathat6. A molekulasulymarkerek balrol (kDa) jelolve. A tovabbi jeldlések
értelmezése a kovetkezd: 1.: Minta felvivo puffer; 2.: molekulasuly marker; 3-4.: 1 ug
¢és 1,3 pg tisztitott GS2; 5.:12 pg nyers fehérje kivonat levélbol.

kDa 1. 7 2. 4. 5.

250
150

100
75 —

50
, =
-
2 -

-

15

10

5

VIL: A higitast és albumin kezelést alkalmazo kisérletek 17. abran feltiintetett

eredményeinek kinetikai paraméterei:

r o rer VmaX Ks
Higitas  atgtrw)  (mM) n
Ix  246+007 2897221 0.88%0.02

oX A- 3.01 £0.06 41.15+243 0.88+£0.02
SX A+ 3.27+0.10 45.50+3.65 0.87+0.02
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