Wiadomosci Botaniczne 38(1/2): 67-76, 1994

IZOFORMY SYNTETAZY GLUTAMINOWE]
W ROSLINACH WYZSZYCH

Glutamine synthetase isoforms in higher plants

Wiestaw BIELAWSKI

Summary. The main pathway of ammonia assimilation in the photosynthetizing organs of higher plants is the GS-GOGAT
cycle (glutamine synthetase - glutamate synthase cycle). GS can appear in the form of cytosolic (GS1) or chloroplastic
(GS2) enzyme. The synthesis of GS isoforms seems to be connected with photorespiration, phytochrome activity and the
level of exogenous ammonium. The activities of GS) and GS; are regulated by ions of bivalent metals, especially Mg2+,
Mn?** and Co®* and by compounds regulating the oxidation-reduction potential in the cell.

Both GS isoforms are usually built from eight identical subunits arranged in flattened parallel to each other sets of
tetramers. The main physiological function of GS; seems to be the assimilation of the photorespiratory ammonium. The role
of GS; is less well known althought the results obtained so far point to its participation in the assimilation of NH3 in the

darkness or in the case of intensive fertilization of the plants with the ammonium form of nitrogen.
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WSTEP

Wsréd przemian o szczegdlnym znaczeniu
dla ksztaltowania wysokosci plonu, a zwlaszcza
zawartosci biatka, jest proces wiaczania azotu
nieorganicznego do zwiazkéw organicznych.
. Przez wiele lat uwazano, ze giéwna droga asy-
milacji NH 2 u roslin jest redukcyjna aminacja 2-
oksoglutaranu, katalizowana przez dehydrogenaze
glutaminianowa (GDH, EC. 14.1.2-4.) wspét-
dziatajaca z NADH lub NADPH [4, 5, 49]:

2-oksoglutaran + NH 4 + NAD(P)H ¢ L-gluta-
minian + NAD(P)* + H,0.

Poglad ten uksztattowat si¢ na podstawie da-
nych dotyczacych poziomu aktywnosci tego en-
zymu oraz kinetyki wlaczania !N do zwiazkéw
organicznych, z ktérej wynikato, ze ok. 75%
znakowanego azotu wykrywano w kwasie gluta-
minowym,

Inna droga asymilacji NH 3 znana od daw-
na, jest powstawanie glutaminy w reakcji katali-
zowanej przez syntetaze glutaminowa (GS, EC.
6.3.1.2.).

L-glutaminian + NH 2 + ATP — L-glutamina
+ ADP + Pn

Enzym ten nie byl zaliczany do uczestnicza-
cych w pierwotnej syntezie aminokwaséw, gdyz
nie znano mechanizmu przeksztalcania grupy
amidowej glutaminy w grupe aminowa. Stad tez
reakcj¢ katalizowana przez GS traktowano
gléwnie jako mechanizm odtruwajacy, ktéry
dziata przy nadmiarze NH 4 w komérce. Wska-
zywaly na to wyniki badan $wiadczace, ze w
warunkach obfitego nawozenia solami amono-
wymi nagromadza si¢ znaczna ilo$¢ glutaminy
[2, 4, 94, 96].

Przetomowe dla badari nad rola GS byto wy-
krycie w roslinach syntazy glutaminianowe;j
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Ryc. 1. Wytwarzanie glutaminianu z udziatem GS(a) i GO-
GAT(b).

Fig. 1. Generation of glutamate with participation of GS(a)
and GOGAT(b).

(GOGAT), enzymu Katalizujacego przeniesie-
nie grupy amidowej na 2-oksoglutaran [24, 30,
55]. Okazato si¢ ponadto, ze enzym ten ma zdol-
no$¢ do wspétdziatania z syntetaza glutaminy w
tzw. cyklu GS-GOGAT (ryc. 1).

W przemianach tych glutaminian jest zar6w-
no akceptorem amoniaku jak i produktem jego
asymilacji. Dalsze badania wykazaty, ze GO-
GAT byla obecna we wszystkich badanych ro-
§linach wyzszych, gdzie wystgpowata najcze-
$ciej w dwéch formach: jedna wykorzystujaca
NAD(P)H jako donor elektronéw (EC. 1.4.1. 13)
i zlokalizowana w tkankach niefotosyntetyzuja-
cych, druga pobierajaca elektrony od zreduko-
wanej ferredoksyny (EC. 1.4.7.1) zlokalizowana
w chloroplastach [35, 68, 85, 91]. Istnieje obec-
nie wiele danych §wiadczacych, ze cykl GS-
GOGAT moze by¢ uznawany za giéwny mecha-
nizm asymilacji jonéw amonowych u roslin wy-
zszych. Niekt6rzy autorzy sugeruja, ie w 11-

éciach roélin wyzszych co najmniej 90% NH }
jest asymilowana na tej drodze. Podstawa do

Tryptofan

Histydyna Aspamg/na

NOg ~_ Gluiamma
+
"S-

Fotooddychanie
Asparagina
Mocznik

przyjecia takiego pogladu byly z Jednej strony
wyniki do§wiadczen nad wlaczaniem SNH Y i
dziataniem specyficznych inhibitoréw, z drugiej
za$ nad wlasciwo$ciami kinetycznymi oraz me-
chanizmami regulacji aktywnosci enzymoéw
uczestniczacych w tym procesie [12, 29, 58, 73].
W §wietle tych danych zmienit si¢ poglad na ro-
le glutaminy w przemianach zwiazkéw azoto-
wych organizméw roslinnych. Wedtug Lea i
wspétautoréw [56] glutamina wydaje si¢ by¢
centralnym zwiazkiem w syntezie aminokwa-
séw, a posrednio réwniez biatek, kwaséw nu-
kleinowych i innych zwiazkéw u wielu gatun-
koéw roélin (rys. 2).

WYSTEPOWANIE IZOFORM GS

Uznanie cyklu GS- GOGAT jako gtéwnego
mechanizmu asymilacji NH 4 uroslin wyzszych
wptynelo na znaczny wzrost zainteresowania
badaczy syntetaza glutaminowa. Podj¢to szereg
badan, w wyniku ktérych stwierdzono obecnos¢
dwéch izoform tego enzymu w lisciach (cyto-
plazmatycznej — GSi i chloroplastowej GS2)
oraz jednej w korzeniach — GSgr [14, 15, 18, 36,
48, 60, 65, 84, 90]. Wyjatek stanowia niektore
gatunki roélin z rodziny motylkowatych, u kt6-
rych w korzeniach wystepuja dwie formy GS
przy czym jedna z nich ma $cisty zwiazek z bro-
dawkami [79]. Dalsze badania nad dystrybucja
izoform GS w komorce i organach roslin po-
zwolily na wyréznienie czterech grup roslin
charakteryzujacych si¢ réznym procentowym
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Ryc. 2. Wiaczanie azotu do bialek, kwas6w nukleinowych i innych zwiazkow.

Fig. 2. Incorporation of nitrogen into the proteins, nucleic acids and other compounds. .
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udziatem GSi| i GS2 w catkowitej aktywnosci
lub tez brakiem aktywnosci jednej z tych form
[39, 65].

Do pierwszej grupy rolin zaliczono te ga-
tunki (bezchlorofilowe pasozyty roslin wy-
zszych zalezne pod wzgl¢dem odzywiania od
organizmu zywiciela), w ktérych stwierdzono
aktywno$¢ tylko cytoplazmatycznej formy en-
zymu {70].

Druga grupe roslin stanowia gatunki chara-
kteryzujace sie obecnoscia tylko enzymu chlo-
roplastowego. Nalezy tu wiele chwastéw rosna-
cych w réznych §rodowiskach, w tym nawet na
silnie zasadowych bagnach, a wsréd roslin
uprawnych: szpinak, tytori, pomidory [28, 65,
71].

Rosliny zaliczone do trzeciej grupy zawiera-
ja w lisciach zaréwno GS1 jak i GS2, przy czym
aktywnos¢ pierwszej z nich stanowi 5-30% cal-
kowitej aktywnosci GS. Taki stosunek aktywno-
$ci izoform syntetazy glutaminowe;j jest typowy
dla wielu gatunkéw roélin z rodziny traw i nie-
ktérych roslin straczkowych [11, 12, 38, 60, 65].

W czwartej grupie roslin obie formy synteta-
zy glutaminowej wystepuja w zblizonych ilo-
$ciach, a ich procentowy udzial waha si¢ najcze-
$ciej od 45 do 65%. Dominuja tu rosliny o foto-
syntezie typu Ca, a takze gruboszowate i niektd-
re tropikalne straczkowe [1, 57, 65].

W celu petlniejszego poznania réznic stru-
kturalnych miedzy GS1 i GS2 w wielu laborato-
riach przeprowadzono badania metodami
immunodyfuzji i immunoprecypitacji [39, 65].
Uzyskane wyniki wykazaty, ze GS1 1 GSz po-
chodzace nie tylko z réZznych gatunkéw roslin,
ale réwniez z jednego gatunku, sa réznymi bial-
kami. Mimo wielu dowodéw wykazujacych
znaczne réznice wlasciwoséci GS1 1 GS2 nadal
brak bylo odpowiedzi na pytanie czy istnienie
tych form jest wynikiem potranslacyjnej mody-
fikacji jednej z nich, czy tez odrgbnej syntezy de
novo. Nato i wspétautorzy [71] wykazali, ze
chloroplastowa forma GS z lisci tytoniu jest gli-
koproteing zawierajaca cukry (mannoze, gala-
ktoze, glukoze) oraz aminocukry (glukozoaming
i galaktozoaming). Obecnos¢ skiadnika niebial-
kowego stanowiacego 5% masy czasteczkowej
GS2 mogtaby wyjasniac réznice we wlasciwo-

$ciach immunologicznych obu form enzymu.
Autorzy ci sugeruja, ze obie formy GS sa syn-
tetyzowane w cytosolu, gdzie biatko enzymu
ulega glikozylacji i nastepnie jest transportowa-
na do chloroplastéw. Przyjecie tego pogladu oz-
naczatoby, iz GS; jest efektem potranslacyjnej
modyfikacji GSi. Badania ostatnich lat nie po-
twierdzaja tej hipotezy i dowodza, ze formy GS
cytoplazmatyczna i chloroplastowa sa kodowa-
ne przez wysokohomologiczne, lecz rézne geny
jadrowe [26, 64, 87, 88].

- REGULACJA SYNTEZY

Wzajemne proporcje aktywnosci GSt 1 GS2
w fotosyntetyzujacych organach rodlin wy-
zszych sa scisle uzaleznione od dostepu Swiatta
[12, 21, 23, 26, 27, 38, 64, 75]. Wykazano bo-
wiem, ze w etiolowanych siewkach wielu gatun-
kéw rolin wystawionych na dzialanie swiatta
znacznie wzrasta aktywnos¢ GS»2, osiagajac
warto$¢ maksymalna po 72 godzinach ekspozy-
cji, natomiast aktywno§¢ GSi pozostaje bez
zmian lub nieznacznie maleje {26, 38, 88]. Ob-
serwowane zmiany aktywnosci izoform GS sa
efektem indukcji lub represji syntezy bialek izo-
enzymowych, co znajduje potwierdzenie w
zmianach poziomu mRNA-GS; i mRNA-GSa2.
Stwierdzono takze, ze zielone siewki grochu po-
zbawione przez 96 godzin §wiatla wykazuja kil-
kakrotny spadek poziomu biatka GS2 i znacznie
wiekszy, bo az 20-krotny spadek poziomu mR-
NA-GS; [26].

Zmiany poziomu biatek GS1 i GS2 w ziele-
niejacych roslinach wydaja si¢ mie¢ zwiazek z
procesem fotooddychania oraz dzialaniem fito-
chromu. Tingey i wspétautorzy [88] oraz Saka-
moto i wspétautorzy [81] dowiedli bowiem, ze
indukowana $wiatlem ekspresja genéw koduja-
cych GS2 jest spowodowana przynajmniej w
czes$ci dzialaniem fitochromu. Natomiast Ed-
wards i Coruzzi [26] uwazaja, ze gléwnym
czynnikiem indukujacym syntezg¢ mRNA-GS2
jest amoniak powstajacy w procesie fotooddy-
chania, a rola fitochromu w tym procesie jest
znacznie mniejsza. Regulacja syntezy GS) oraz
form zlokalizowanych w korzeniach jest zdecy-
dowanie mniej poznane. Przypuszcza sig, ze jon
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NH 4 moze by¢ czynnikiem wywotujacym eks-
presj¢ gendw tych form enzymu [20, 41, 66].

REGULACJA AKTYWNOSCI

Czynnikiem niezbednym do dziatania izoen-
zyméw syntetazy glutaminowej jest obecnosé
jonéw metali dwuwartosciowych [19, 36, 48];
dializa preparatu enzymowego powoduje bo-
wiem szybka i catkowita utrat¢ aktywnosci. Naj-
wigkszy wplyw na aktywno$é GSi1 i GS2 maja
jony Mg?*, jakkolwiek jony Mn2*, Co®*, a u
niekt6rych gatunkéw roslin réwniez jony Zn2* i
FeZ* dzialaja jako aktywatory [36, 48]. Stezenie
jonu Mg2+ niezbedne dla pelnego wysycenia en-
zymu cytoplazmatycznego jest zazwyczaj kilka-
krotnie nizsze niz w przypadku enzymu chlo-
roplastowego [12, 36]. Réznice te §wiadcza o
réznym powinowactwie izoform GS do tego jo-
nu i wydaja si¢ tez by¢ dowodem wskazujacym
na dostosowanie si¢ poszczegdélnych izoform
enzymu do warunkdéw ich dzialania wewnatrz
komérki. Wiadomo bowiem, Ze stezenie Mg2+
w stromie chloroplastowej roslin naswietlanych
osiaga poziom nawet 10—-15mM, podczas gdy w
cytoplazmie jest znacznie nizsze [76, 85].
Ponadto przy znacznym nagromadzaniu si¢ w
stromie kationéw, w tym giéwnie Mg2+, pod-
czas naswietlania roslin wzrasta pH Srodowiska
z 7.0 do 8.0 co powoduje zmiany warunkéw
dzialania chloroplastowej formy enzymu [76,
85, 95]. Wielu autoréw dowodzi, ze aktywnos¢
izoform GS zalezna jest nie tylko od st¢zenia jo-
néw Mg?*, ale takze od stosunku stezenia Mg+
do ATP, sugerujac, ze wiasciwym substratem
dla enzymu jest nie ATP lecz kompleks
MgATP? [19, 41, 51]. Jednakze wyniki dotych-
czas prowadzonych badan nie pozwalajq na pre-
cyzyjne okreslenie mechanizméw aktywacji
syntetazy glutaminowej, czy jej izoform przez
jony metali dwuwartosciowych. Knight i Lang-
ston-Unkefer [51] sugeruja, ze M'g2+ przylacza
si¢ do centrum allosterycznego kazdej podjed-
nostki enzymu jako kompleks MgATP?. Inni
badacze postuluja, ze jedynie centrum aktywne
enzymu jest miejscem tworzenia kompleksu
MgATPZ' (44, 63]. Eads i wspdtpracownicy [25]
opisujac mechanizm reakcji katalizowanej przez

GS sugeruja, ze jony metali dwuwarto$ciowych,
w tym Mg2+ przylaczajac si¢ do centrum aktyw-
nego enzymu pelnig funkcj¢ stabilizujaca po-
wstawanie tetraedrycznego kompleksu ztozone-
go z amoniaku i y-glutamylofosforanu.
Zastapienie jonu Mg?* innym jonem dwu-
warto§ciowym ma wplyw na zmian¢ wtdrnej
struktury biatka enzymowego, co w konsekwen-
cji prowadzi do obnizenia szybkosci reakciji.
Zjawisku temu towarzyszy réwniez zmiana op-
timum pH dziatania enzymu [17, 48, 74].
Ponadto obnizenie aktywnos$ci zaréwno GS1 jak
i GS2 w wyniku zastapienia jonéw Mg?* przez
Mn2* lub Co?* moze wynika¢ z faktu, ze metale
te cechuje odmienne powinowactwo do ligan-

“déw [33], stad petnia prawdopodobnie rézna ro-

le w katalizie enzymatycznej. Rodzaj jonu meta-
lu dwuwartosciowego wiaze si¢ z wpltywem nie
tylko na poziom aktywnosci GS1 1 GS2, oraz op-
timum pH, ale réwniez zmienia specyficznosé
obu izoform GS w stosunku do ATP i L-gluta-
minianu [12, 74]. Istnienie réznic w sposobie re-
gulacji GS1 i GS2 ma tez Scisty zwiazek z rézng
dostgpnoscia grup SH w obydwu izoformach.
Aktywno$é enzymu chloroplastowego niektd-
rych gatunkéw zbdz jest silnie hamowana w
obecnosci zwiazkéw wiazacych grupy SH, pod-
czas gdy poziom aktywnosci enzymu cytopla-
zmatycznego nie ulega pod ich wplywem wig-
kszym zmianom {12]. Wydaje sig, ze cechatau
GS2 ma pewien zwiazek z lokalizacja enzymu w
chloroplastach. Wyniki prac innych autoréw
wykazujg bowiem, ze w chloroplastach roslin
naswietlanych w szybszym tempie niz w innych
strukturach subkomérkowych nagromadzaja sie
zwiazki zawierajace grupy SH [9, 54, 83, 89].
Zwiazki te uczestnicza w zaleznej od $wiatla
aktywacji nie tylko enzymoéw cyklu Calvina, ale
rowniez kluczowych enzymoéw przemian azoto-
wych zlokalizowanych w chloroplastach (3, 22,
60, 89]. Manderscheid i Wild [59] uwazaja, ze
grupy SH uczestnicza bezposrednio w wiazaniu
L-glutaminianu, a utlenianie tych grup wplywa na
zmiang wlasciwosci kinetycznych, zwlaszcza na
wzrost powinowactwa enzymu do L-glutaminia-
nu. Przyjecie tego pogladu oznaczaloby, ze po-
ziom zwiazkéw hydrosulfidowych oraz innych
zwigzkéw regulujacych potencjal oksydoredu-



[zoformy syntetazy glutaminowej w roslinach wyZszych

71

keyjny w chloroplastach bytby jednym z waz-
niejszych czynnikéw regulujacych intensyw-
no$¢ wlaczania NH do zwiazkéw organicz-
nych.

Mechanizmy regulacji aktywnosci izoformy
GS funkcjonujacej w korzeniach poznane sa w
niewielkim stopniu. Wiadomo jedynie, Ze istnie-
je duze podobieristwo w sposobie regulacji mig-
dzy ta izoforma a cytoplazmatyczng z tkanek
fotosyntetyzujacych [11, 36].

WEASCIWOSCI, SPECYFICZNOSC
SUBSTRATOWA ORAZ BUDOWA

Wartosci statych Km moga réwniez determi-
nowaé okreslona role poszczegdlnych izoform
GS w metaboliZmie komorki, zwlaszcza, ze sa
one zlokalizowane w réznych strukturach sub-
komérkowych, znacznie rézniacych si¢ doste-
pnoscig dla L-glutaminianu, NH X i ATP. Powi-
nowactwo substratowe GS1, GS2 1 GSR jest zna-
cznie zréznicowane u wielu gatunkéw roslin
wyzszych [1, 11, 48, 61]. Najczgsciej jednak
GS2 wykazuje kilkakrotnie mniejsze powino-
wactwo do L-glutaminianu nizGS1 1 GSRr [1, 11,
36]. Wszystkie izoformy GS charakteryzujg si¢
zblizonym powinowactwem do NH ¥ i jest ono
zwykle 10-100 krotnie wyzsze od powinowac-
twa jakie wykazuje dehydrogenaza glutaminia-
nowa izolowana z tych samych gatunkéw roslin
[31]. Na uwage zasluguje réwniez fakt iz naj-
czgsciej optymalna warto$¢ pH GS2 jest wyzsza,
srednio o 0.5 jednostki od optymalnej wartosci
pH dziatania GS| i GSR; wartosci te wahaja si¢
w granicach 7.0-8.2 [11, 36, 38, 48, 61]. Ponad-
to GS2 wykazuje nizsza termostabilnosc i nizsza
optymalna temperature dziatania niz GS) i GSR
[36]. Termostabilnos¢ izoform GS byta znacznie
wyzsza w obecnosci Mg?* i ATP, co potwier-
dzatoby teze iz kompleks MgATP?" petni fun-
kcje substratu stabilizujacego wtdrna strukture
bialek izoenzymowych [12, 44, 51].

Badania dotyczace specyficzno$ci substrato-
wej GS i jej izoform wskazuja na wysoka ich
specyficzno$¢ w stosunku do L-glutaminianu i
ATP, lecz jedynie wéwczas gdy funkcje akty-
watora pe¢lnia jony Mg2+[12, 74]. Zastapienie
ich przez Mn?*, Co?* lub innymi jonami dwu-

warto§ciowymi znacznie obniza specyficznosé
substratowa oraz powinowactwo enzymu do
substratu. Zjawisko to wiaze si¢ ze zmiana wtor-
nej struktury biatka enzymowego [12, 74].

Masy czasteczkowe izoform GS sg zréznico-
wane w zaleznosci od gatunku roslin oraz loka-
lizacji wewnatrzkomérkowej i wahaja sie w gra-
nicach 320.000—480.000Da [7, 12, 28, 40, 88].
Najczgsciej chloroplastowa forma GS charakte-
ryzuje si¢ wyzsza masg czasteczkowa niz pozo-
state formy [7, 12, 34, 88]. Znane s3 gatunki ro-’
$lin, w ktérych wszystkie izoformy GS maja ma-
sy czasteczkowe zblizone do siebie, a nawet naj-
wyzsza jej warto$é wykazuje GS| [36, 53]. Izo-
formy GS roslin wyzszych zbudowane sa naj-
czgéciej z o$miu identycznych monomerdw,
ktére wchodza w sktad dwéch splaszczonych,
réwnolegle wobec siebie utozonych tetrameréw
[12, 77]. Jednakze izoenzymy GS zlokalizowa-
ne w brodawkach korzeniowych roslin motylko-
wych zbudowane sa z dwoch typéw podjedno-
stek tworzacych oktamer [79]. Nieco odmienny
poglad prezentuja Mick i Tischner [62] ktérzy
wykazali,ze izoformy GS z lidci buraka cukro-
wego moga wystepowaé zaréwno w formie
oktameru, jak i tetrameru. Obydwie formy sa
aktywne, lecz rdznia si¢ sposobem regulacji
aktywnosct, tetramer wymaga bowiem obecno-
$ci zwiazkéw hydrosulfidowych jako aktywato-
réw. Wzajemny stosunek aktywnosci oktameru
do tetrameru byl zmienny i zalezny od wieku ro-
§lin, rodzaju organu i dostgpnej formy azotu nie-
organicznego. W lisciach najstarszych, pozét-
ktych oktamer pozostawat jedyna aktywna for-
me enzymu. Z kolei Hapfner i wspét. [42] stosu-
jac metody izoelektroogniskowania wykazali,
ze oktamer ten sktada sie z 6 réznych typéw lan-
cuchéw polipeptydowych. Ta réznorodnos¢ po-
lipeptydéw tworzacych oktamer stwarza mozli-
wosci funkcjonowania wielu izoform GS. Za-
gadnienie to nie jest jeszcze w pelni poznane i
wymaga dalszych badan.

FUNKCJE FIZJOLOGICZNE

Wystgpowanie kilku form molekularnych
enzymu w réznych strukturach subkomoérko-
wych moze $§wiadczy¢ o ich réznych funkcjach
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fizjologicznych badZ tez moze by¢ odzwiercied-
leniem subkomérkowej lokalizacji torow meta-
bolicznych zwiazanych z asymilacja NH ¥isci-
stego wspéldziatania poszczegélnych organelli
w regulacji metabolizmu komérki. W zielonych
organach roslin izoenzymy syntetazy glutami-
nowej uczestnicza zaréwno w procesie pierwot-
nej, jak i wtérnej asymilacji NH %. Gtéwnym
zrédtem NH § do pierwotnej jego asymilacji jest
reakcja katalizowana przez reduktazg azotyno-
wa (43, 82]. Poniewaz redukcja azotynéw do
NH % przebiega w chloroplastach, wydaje sig¢ lo-
giczne, iz wlaczenie powstalego w ten sposéb
amoniaku do zwiazkéw organicznych zachodzi
przy udziale chloroplastowej formy GS [72].
Wynika to z faktu, ze poziom drugiego substratu
reakcji — kwasu glutaminowego w chioropla-
stach jest wystarczajacy ze wzgledu na obe-
cno$é innego enzymu cyklu GS-GOGAT - syn-
tazy glutaminianowej [68]. Podstawowym
7rédlem endogennego NH 4 w komérce lisci
wydaje si¢ by¢ proces fotooddychania, bowiem
udowodniono, ze w procesie tym wytwarzane
jest co najmniej 90% NH  komdrki [6, 50]. Ro-
la izoenzyméw syntetazy glutaminowej w re-
asymilacji NHZ powstatego z kondensacji 2
czasteczek glicyny do seryny jak dotad nie jest
w pelni wyjasniona. Poczatkowo sadzono, ze
uwolniony w mitochondriach amoniak jest
transportowany do cytosolu i asymilowany przy
udziale GS| [50]. Jednakze bardzo niski procen-
towy udziat GS1 w catkowitej aktywnosci enzy-
mu u wielu gatunkéw rolin o fotosyntezie typu
Cz przy wysokiej intensywnosci procesu fotood-
dychania wzbudzat watpliwosci co do faktycz-
nej roli w tym procesie.

Wyjasnienia tego problemu szukano stosu-
jac mutanty ro§lin wyzszych niezdolnych do zy-
cia w warunkach stymulujacych proces fotood-
dychania, lecz wykazujacych normalny wzrost
w warunkach wysokich stezeri CO2 lub niskich
02 (13, 45, 56, 93]. Mutanty te charakteryzowa-
ly si¢ bardzo niska aktywnos$cia GS2 lub catko-
witym jej brakiem, podczas gdy aktywnos¢ GSi
pozostawata na niezmienionym poziomie. Na
tej podstawie wnioskowano, ze aktywnos¢ chlo-
roplastowej formy enzymu jest nierozigcznie
zwiazana z procesem fotooddychania. Edwards

i Coruzzi [26] badajac wptyw fotooddychania
na poziom mRNA-GS2 w lisciach grochu wyka-
zali, Ze przy 2-procentowym stezeniu CO2 w at-
mosferze poziom mRNA-GS; jest ponad 4-krot-
nie nizszy niz przy 0.02% COz. Poziom mRNA-
GS) w tych samych warunkach pozostawat nie-
zmieniony. Wysoki poziom mRNA-GS; w wa-
runkach przy$pieszajacych fotooddychanie mo-
ze odzwierciedlaé szybkos¢ transkrypcji genu
odpowiedzialnego za synteze GSz lub Swiad-
czyé o zwigkszonej stabilnoSci mRNA-GS;.
Watpliwosci te mogtaby wyjas$nic analiza zmian
poziomu biatek izoenzymowych potwierdzajaca
wczesniejsze zmiany poziomu mRNA.

Aktywno$¢ syntetazy glutaminowej u wielu
gatunkéw roslin jest uzalezniona od dostgpnosci
egzogennego azotu nieorganicznego. Dokar-
mianie roslin NO'3 lub NH § wptywa na wzrost
wewnatrzkomérkowego stgzenia jonéw amono-
wych [8, 10, 52]. Podwyzszenie poziomu NH*4
w komérkach badanych roslin powodowalo zna-
czny wzrost aktywnosci calkowitej syntetazy
glutaminowe;j (8, 10, 53, 62, 78, 91]. Obserwo-
wany wzrost aktywnosci GS jest wynikiem in-
dukcji syntezy biatka enzymowego przez jony
amonowe, co znalazlo potwierdzenie w do-
$wiadczeniach, w ktérych stosowano specyficz-
nie dzialajace inhibitory biosyntezy biatek [8].
Indukcyjny charakter syntetazy glutaminowej
moze mieé istotne znaczenie przy ocenie poten-
cjalu metabolicznego poszczegdlnych gatunkow
roélin, gdyz zdolnosé do indukowanej syntezy
GS pod wptywem NH*4 §wiadczy o efektywno-
éci mechanizméw wiazania NH*4 i mozliwosci
przystosowania si¢ ro$lin do podwyzszonego
poziomu NH § w srodowisku.

Prowadzone dotychczas badania nad indu-
kcja GS najczesciej ograniczaly si¢ do zmian
aktywnosci catkowitej enzymu i nie wyjasnialy
udziatu poszczegblnych jego izoform w wigza-
niu NH } w komérce przy wysokich jego steze-
niach. Rola GS2 w procesie detoksykacji amo-
niaku wydaje si¢ by¢ raczej ograniczona, gdyz
stezenie NH 4 w chloroplastach ze wzgledu na
istnienie $cistej jego kontroli nie moze by¢ zbyt
wysokie ani podlegaé duzym wahaniom. Wia-
domo tez, ze juz przy stezeniu NH 4 w chloro-
plastach wynoszacym 0.5-1.0 mM nastepuje
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rozkojarzenie fosforylacji fotosyntetycznej, a
przy stezeniu 2 mM tego zwiazku nastgpuje zna-
czne uszkodzenie chloroplastéw (32).

O ile rola GS2 w metaboliZmie azotowym
zostala w dos¢ duzym stopniu poznana to nadal
Jjest niewiele przekonywujacych danych o roli
enzymu cytoplazmatycznego. Niektérzy auto-
rzy uwazaja, ze GS| moze petnic istotna funkcje
w procesie asymilacji NHZ w ciemnosci [16,
23, 36, 59]. Tlumaczy si¢ to tym, Ze zmiany za-
chodzace w chloroplastach roslin przeniesio-
nych do ciemnosci moga znacznie ograniczaé
szybkos¢ reakcji katalizowanej przez GS»2 lub
nawet catkowicie uniemozliwiaé jej przebieg.
Ulega bowiem zmniejszeniu nie tylko dostg-
pnos¢ ATP, glutaminianu i Mg?* w chloropla-
stach, ale réwniez ustaje gtéwne Zrédlo endo-
gennego azotu nieorganicznego w wyniku zaha-
mowania fotooddychania. Na znaczna rolg GS;
w metabolizmie komoérki wskazuja wyniki do-
$wiadczen, w ktoérych wykazano, ze w warun-
kach rosnacego wewnatrzkomérkowego stgze-
nia NH § zwigksza si¢ procentowy udziat GS.
w catkowitej aktywnos$ci enzymu [12, 46, 47].
Wskazywaloby to, ze cytoplazmatyczna forma
GS moze pelnic istotna funkcje w procesie wia-
zania nadmiernych ilosci toksycznego amonia-
ku przeksztatcajac go w forme obojgtna dla ro-
§lin — glutamine. Znaczenie tej izoformy GS
moze rowniez by¢ wigksze w starzejacych sig¢
organach rosliny, gdzie obserwowano nagroma-
dzenie si¢ NH3 bedacego efektem przewagi pro-
cesow katabolicznych nad anabolicznymi [57].
Podstawowa za$ funkcja izoform GS zlokalizo-
wanych w systemie korzeniowym wydaje si¢
by¢ asymilacja znacznej czesci NH § pobranego
przez rosling z podtoza badz tez NH  powstate-
go w brodawkach w wyniku wiazania azotu
atmosferycznego. Powstata glutamina moze by¢
transportowana do cze$ci nadziemnych rosliny
badZ tez na miejscu wykorzystywana do syntezy
glutaminianu, asparaginy, argininy, ureidéw,
kwaséw nukleinowych, biatek i wielu innych
zwiazkdow.
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