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Bevezetés

A kenyérbuza ¢élelmezési szempontbdl az egyik legjelentésebb
gabonandvényiink. A buza terméshozama jol ndvelhetd optimalis
nitrogénellatason keresztiil, vagy hatékonyabb nitrogénanyagcserével
rendelkezé6 novények eldallitasaval. Utdbbihoz elengedhetetlen
az anyagcsere utak és szabalyozo faktoraik mély ismerete.

A glutamin-szintetdz (GS, EC 6.3.1.4) Mg?*" kofaktort hasznalo
multimer enzim, amely nélkiilozhetetlen a biiza novekedése és fejlodése
soran, és szerepe meghatarozd aszemfeltoltodés folyamataban,
kozvetleniil befolyasolva aterméshozamot ¢és a termésmindséget.
Réadasul a GS anitrogén asszimilacié folyamataban részt vallald
enzimek lancolatanak az els6 olyan tagja, amely ATP hasitasa mellett
a szervetlen nitrogénformét, az ammoniumot képes szénvazhoz,
glutaminsavhoz kotni, melynek eredményeként glutamin jon Iétre.
A GS ezaltal a szén és nitrogén anyagcsere utjait kapcsolja dssze.

A buza levelében két GS izoenzimet kiilonboztetiink meg,
a citoplazmatikus GS1-et és a kloroplasztiszban lokalizalt GS2-t.
Alevél 6ssz GS aktivitasanak jelentés része, 80%-a ered a GS2-t6l,
amely a fotorespiraci6 soran képz6d6 ammonia hatékony
reasszimilaciojdhoz elengedhetetlen izoforma.

A GS2 kiemelt biokémiai jelentdsége ¢és lokalizacidja alapjan
feltételeztik, hogy a GS2 mikodését allosztérikus negativ
kooperativitas jellemzi. Az ilyen allosztérikus viselkedés onmagéaban
egy lassabb telitddést és kevésbé valtakozo titemli termékképzddést
biztosit egy széles  szubsztradtumkoncentraci6  tartoméanyban.
A GS esetében ez hozzajarulhat a biokémiai egyensuly fenntartasara
a szén és nitrogén anyagcsere k6zott szubsztratumszinten.

Kisérleteinkben vizsgaltuk a GS alegység Osszetételét elektroforetikus
¢és protein blot moddszerekkel, valamint az allosztérikus szabélyozas,
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allosztérikus kooperativitas meglétére utalo bizonyitékokat kerestiink és
azonositani kivantuk a bioszintetikus reakcio regulator szubsztratumat.

A GS-ok két eltérd6 Mg?* affinitast  kotdhellyel rendelkeznek.
A prokariota GS-ok allosztérikusan szabalyozottak, mely szabalyozas
részben azon keresztil valosul meg, hogy a kisebb affinitasu
n2 kéthelyre Mn?* vagy Mg” kot be. Buzaban az AI** kotédése a
GS-hoz mar ismert. Megvizsgaltuk, egyes fémionok, az aluminium

(AI**) és a mangan (Mn?") enzimmiikodésre kifejtett hatdsat, a mangan
kotodését.

Legfontosabb kérdéseink tehat a kovetkezok voltak:

1)

2)

3)

4)

crer

Hogyan jellemezheté a nativ konformacioju GS izoenzimek
alegységosszetétele?  Vannak-e  kapcsolodott  kolesonhatd
partnerek?

Rendelkezik-e a GS2 enzim valamilyen allosztérikus
szabalyozassal? Van-e a GS2-nek allosztérikus regulator
szubsztratuma? A mérések soran jelen van-e olyan effektor,
amely befolyasolhatja kinetikai mérések eredményeit?

Milyen egyszertisitett modellel illetve matematikai formulaval
karakterizalhat6 a GS2 miikodése?

Milyen hatassal van egyes fémionok jelenléte a GS2 altal
katalizalt reakciora? Befolyasolja-e az AP ¢ a Mn*
a glutaminsav-felhasznalas dinamikajat?



Anyagok és modszerek

A Kkisérleteinkhez Triticum aestivum L Jubilejnaja 50 buzafajtat
hasznaltunk. A noévényeket 3 napos korukig 0,5 mM CaSO, oldaton,
majd moddositott Hoagland tapoldatban (Zsoldos et al., 1986). Az egy
hetes novények kiteriilt masodik leveleinek kozéplemezét hasznaltuk
fel. Andvényi anyagot 200 mM tris, 1 mM redukalt glutation,
10 % glicerol, 0,1 % proteaz gatlé (Cat.No.: P9599, Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, Amerikai Egyesiilt Allamok) pufferben (pH 7.5)
homogenizaltuk, tovabbi vizsgalatokhoz a kivonatot frissen hasznaltuk.

A fehérjetartalom meghatdrozdsa Bradford moddszere alapjan tortént
(Bradford, 1976).

A GS aktivitasat a médositott szintetaz reakcié alapjan hataroztuk meg.
(Pécsvaradi et al., 2009; Rhodes et al., 1975)

A fehérjéket nativ poliakrilamid gélelektroforézissel szeparaltuk,
6,5 %-o0s gélen (Pécsvaradi et al., 2009). A GS2-t gél a fizikai
roncsolasaval nyertiik vissza, a fenti kivond pufferben. A kivonatokat
frissen hasznaltuk fel a kinetikai mérésekhez. A GS izoenzimek
lokalizaciojat a nativ gélben aktivitasuk alapjan hataroztuk meg
(Pécsvaradi et al., 2009).

Az izoenzimek homogeneitdsat két dimenzids gél elektroforetikus
elvalasztassal kombinalt western blottal hataroztuk meg. Az elsd
dimenzidban a fenti nativ elvalasztast alkalmaztuk, a gél egy szeletét
denaturdld 10%-os SDS gélre vittiik. A fehérjéket PVDF membranra
futtattuk (Nagy et al., 2013). A GS izoenzimeket poliklonalis GS
antitesttel és alkalikus-foszfataz konjugalt protein A-val tettiik lathatova
a membranon.

A kinetikai mérések kiértekeléséhez a SigmaPlot® (Systat Software,
San Jose, California) programot hasznaltuk.
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Eredmények

Elsésorban a Buza GS izoenzimek homogenitasat vizsgaltuk. A buza
GS1 és GS2 izoenzimeit nativ gélen jol elkiilonithetok. Szamos ismételt
elvalasztas sordn mindig két jol elkiilonithetd, fokuszalddott savot
kaptunk, 0sszhangban a korabbi eredményeinkkel (Nagy et al., 2013).
A GS-0k  alegység  Osszetételét  részletesebben — kétdimenzios
elvalasztassal (nativ + SDS Page) egybekotott western  blottal
vizsgaltuk. Mind a levélbdl szarmazo GS1, mind a GS2 kiilonallo jelet
adott tobbszori ismételt vizsgdlatok esetén is (Németh et al., 2018b).
Az izoenzimek tehat homogén alegység Szerkezettel rendelkeznek, és
aGS1 ¢és GS2 egyedi alegységekbdl épiil fel. Ez megegyezik
az irodalomban eddig ko6zo6lt eredményekkel.

Megvizsgaltuk a végtermékek ¢&s szubsztratumok hatdsat az Ossz
GS aktivitasra nyers kivonatokban. Vizsgalatainkbdl kideriil, hogy sem
a mesterséges, sem a természetes termék alkalmazasa nem gatolja az
enzimaktivitast. ~ Tehat ezek az anyagok nem  zavarjak
a termékképzddést, igy a végtermék gatlds sem meriilt fel szabalyozasi
lehetdségként (Németh et al., 2018b).

Az enzim nyers kivonatban a hidroxilaminra, ebbdl kovetkezdleg
az ammoniumionra nézve rendelkezik alegnagyobb affinitassal.
A hirtelen hiperbolikus szaturacié alapjan viszont egyben kizarhato
annak lehetdsége, hogy az ammoniumionnak szabalyozo hatasa lenne.
Az ATP szaturacids gorbe telitodése Michaelis-Menten kinetikaval jol
jellemezhetd, ami a kooperativitas hianyat jelzi, ennek ellenére viszont
a telddés utani magas ATP koncentracional az aktivitas kis mértéki
csokkenését tapasztaltuk. Nyers kivonatban a glutaminsav esetén
a magas glutaminsav koncentracional telitddd szaturacids gorbén 3 nem
tal kifejezett inflexios pontot figyeltiink meg. A gorbe a Hill egyenlettel
jol jellemezhetd, 1-nél Kisebb Hill koefficienssel, amely a toréspontok
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jelenlétével egyiitt arra utalhat, hogy az enzim miikodését allosztérikus
negativ kooperativitas szabalyozza (Németh et al., 2018Db).

A nyers kivonatban kapott ATP ¢és glutaminsav szubsztratum
ellatottsaggal kapcsolatos megfigyeléseink a GS2-t tartalmaz6 tisztitott
kivonatokban még inkabb kifejezettebbek lettek. Az ATP gétlo hatdsa
egyértelmiivé valt. Ennek hatterében egy, a reakcid sztochiometridjadhoz
nem sziikséges ATP kotdhely allhat. Ez a kisérletes eredmény
alatdmasztja, egy eddigiekben nem bizonyitott kotohely 1étezését.
Kisérleti eredményeink, €s a szakirodalmi adatok Gsszess€égébdl arra
kovetkeztetiink, hogy az oligomert felépité monomerek szdmanak
a felével egyenld az aktiv helyek szdma (Németh et al., 2018b).

A glutaminsav szaturdci6 esetében tapasztalt inflexidos pontokat
a korabban észlelt glutaminsav koncentracioknal kaptuk vissza, melyek
a fiziologiashoz kozeli glutaminsav tartoméanyra esnek. A toréspontok
a gorbét 4 részre osztjak, mely arra utalhat, hogy 4 katalitikus hely
miikodését irjak le. A Hill egyenlet egyértelmii illeszkedése ¢és
a szakaszos telitddés pedig arra utal, hogy az enzim miikodését
allosztérikus negativ kooperativitas jellemzi. Feltételezziik, hogy a GS
oktamer szerkezetli, mint, ahogyan az eddig leirt nem rekombindns
novényi GS-ok, és az enzimnek a glutamisav allosztérikus regulator
szubsztratuma (Németh et al., 2018b).

A fenti eredmények alapjan a GS2 miikddése tehat leirhaté egy olyan
fliggvénnyel, amely 4 olyan fiiggvény Gsszege, melynek mindegyikét
egy 1-nél alacsonyabb koefficiens jellemzi, és az alegységek novekvo
K értékkel rendelkeznek (Németh et al., 2018b).

A fémionok hatdsat elemz0 vizsgéalataink nem adtak olyan eredményt,
amely arra utalt volna, hogy a GS2 szubsztratum fiiggd telitési
dinamikaja megvaltozna Mn?*, vagy Al**hatasira. A Mg2+ kotédése
viszont esszencidlis az enzim aktivitdsa szempontjabol. Emellett bar,
az Mn*"kotddését nem tudtuk kozvetleniil kimutatni, de az egyértelm,
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hogy a Mg* ionok leszoritasaért a Mn?* tehets felelBssé, ezzel
csokkentve a GS aktivitast (Németh et al., 2018a).

A Kloroplasztiszban lokalizalt GS2 miikodését tehat a glutaminsav
allosztérikusan  szabdlyozza. A  glutaminsav, mint regulator
szubsztratum felhasznalasat az enzim 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 kooperativitasnak koszonhetden a
GS2 nemcsak a nitrogén asszimilacidjaban, de egyuttal a szén-nitrogén
egyensuly fenntartisaban is fontos szerepet tolt be, amelyet GS2
tultermeld genotipusok 1étrehozasa esetén szamitasba kell venniink.

A dolgozatban bemutatott legfontosabb 1lj tudoméanyos eredmények
tehat a kovetkezdk:

1) A bazanovény levelének kloroplasztiszban lokalizalt GS2
1zoenzime allosztérikusan szabalyozott.

2) A felfedezett allosztérikus szabalyozas hattere az allosztérikus
negativ  kooperativitdas, melynek reguldtor  szubsztratuma
a glutaminsav.

3) A szabalyozas leirasara egy 1j, sajat, kozelit6 matematikai modellt
hoztunk létre.

4) A matematikai modellt egy uj GS2 miikodési modellel tarsitottuk.

5) Az ATP szupraoptimalis koncentraciéban gatolja
a kloroplasztiszban GS2 aktivitasat in vitro.

6) Buzaban a Mn®" a GS2 Mgz+-k6t6helyeinek felérdl, feltehetdleg
a kis Mg®*-affinitasu n2 fémionkotShelyekrdl leszoritja a Mg?*-ot.
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