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TRANSGLUTAMINAZY I ICH BIOLOGICZNE FUNKCJE*
TRANSGLUTAMINASES AND THEIR BIOLOGICAL ROLE
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Streszczenie: W komorce struktura kompleksow biatek oligomerycznych moze by¢ utrzymywana po-
przez wigzania wodorowe, jonowe oraz sity van der Waalsa. W ich tworzeniu mogg réwniez uczestniczy¢
modyfikacje potranslacyjne, takie jak fosforylacja czy defosforylacja. Formowanie silniejszych potaczen
— wigzan kowalencyjnych, wymaga zaleznych od jondw wapniowych acylotransferaz — transglutaminaz
(TGaz). Transglutaminazy (EC 2.3.2.13) katalizuja kowalentne wigzanie si¢ pomig¢dzy substratem obda-
rzonym pierwszorz¢gdowa grupa aminowgq i glutaminowa reszta tancucha biatkowego. Odgrywajq one
znaczaca rol¢ w potranslacyjnej modyfikacji bialek przez tworzenie kowalentnych wiazan krzyzowych
w obre¢bie pojedynczego biatka lub pomigdzy réznymi biatkami. Biora udziat w stabilizacji makromole-
kut, co z kolei wplywa na strukturalng integralnos¢ tkanek roslinnych i zwierzecych. U zwierzat TGazy
katalizujq takze reakcje acylacji, estryfikacji, deamidacji i proteolitycznego cigcia izopeptydu, cho¢ ich
biologiczne znaczenie nie jest do konca poznane. Biologiczna funkcja TGaz to gtéwnie potranslacyjna
modyfikacja biatek. Niekiedy enzym ten moze mie¢ funkcj¢ niekatalityczna zwiazang z organizacja
cytoszkieletu, integralnoscig blon komoérkowych, moze wspomagac adhezje¢ i migracj¢ komoérek oraz braé
udziat w transdukcji komdrkowego sygnalu. Scharakteryzowano trzy rodziny TGaz. Pierwsza ma spe-
cyficzng strukture centrum aktywnego, ktore tworza reszty cysteiny, histydyny i asparaginy lub aspa-
raginianu. Powszechny u tej grupy TGaz jest rowniez brak modyfikacji fancucha biatkowego, poza
kilkoma miejscami, w ktoérych moze zajs¢ N-glikozylacja. Druga grup¢ TGaz charakteryzuje zblizona do
opisanej powyzej budowa centrum katalicznego oraz dodatkowa aktywnos$¢ enzymatyczna przypisy-
wana izomerazom dwusiarczkowym. Trzecia zidentyfikowana grupa wykryta zostata u toksynogen-
nych szczepdw bakterii. Rodzina ta rézni si¢ zdecydowanie od dwdch poprzednich zaréwno budowa
centrum katalicznego, jak i sekwencja nukleotydéw. W genomie cztowieka zidentyfikowano dziewigé
genow kodujacych TGazy i majacych swoje analogi w organizmach zwierzecych, poczawszy od ssakow,
a skonczywszy na bezkrggowcach. Geny te sa ze sobg blisko spokrewnione, ponadto cechuje je wysoka
konserwatywnos¢, ktorej wyrazem jest niewielka zmiennos¢ i istotne podobienstwo struktury drugorze-
dowej biatek enzymow, a co za tym idzie takze zgodnosc¢ struktury trzeciorzedowej. Mimo ze wszystkie
wyizolowane do tej pory geny maja podobng organizacj¢, ich sekwencje flankujace na koncu 5' oraz
mechanizmy regulacji transkrypcji roznig si¢ od siebie, co ma zwiazek migdzy innymi z réznicami w
strukturze promotoréw oraz elementéw wzmacniajacych. Transglutaminazy sa aktywowane przez jony
wapnia. Wysokie stezenie wapnia w komorce sprzyja tworzeniu si¢ &-(y-glutamyl)lizynowych izopep-
tydéw hamujac tym samym wiaczanie si¢ amin do biatek. Innymi waznymi czynnikami wplywajacymi
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na aktywnos¢ transglutaminaz sa: pH, jony magnezu i grupy tiolowe w biatkach. Zwierzgce transglutami-
nazy zlokalizowane sg zarowno w matriks wewnatrz- (cytoplazma, mitochondra, jadro) oraz w zewna-
trzkomorkowej, gdzie zaangazowane sa w procesy rdéznicowania, sygnalizacji, adhezji oraz organizacji
samej matriks. W procesie apoptozy komorki zwierzgcej transglutaminazy i ich wzmozona aktywnos¢
okreslane sa markerami procesu. Roslinne transglutaminazy powszechnie wystgpuja we wszystkich
organach i kompartmentach roslinnej komorki. Duzo mniej wiadomo o ich budowie i funkcji w poréwna-
niu z komorka zwierz¢ca. Roslinne TGazy zidentyfikowano w cytoplazmie, Scianie komdrkowe;j, chlo-
roplastach i mitochondriach. Najszerzej badane sa zalezne od $wiatta chloroplastowe TGazy. Gléwne ich
funkcje mozna scharakteryzowac jako: udzial w r6znicowaniu si¢ chloroplastow, zwlaszcza w procesie
formowania gran, w formowaniu wielkoczasteczkowego kompleksu, jakim jest Rubisco oraz w stabiliza-
cji LHCPII i innych biatek antenowych, co przektada si¢ na katalityczna aktywno$¢ enzymu oraz wydaj-
no$¢ w zbieraniu energii $wietlnej. Ponadto, dzigki swojej specyficznej aktywnosci TGazy uczestnicza
w: zapyleniu, reakcjach obronnych rosliny na dzialania czynnika stresowego, w procesie starzenia, w
programowanej $mierci komorki i w wielu innych. Najlepiej poznanym roslinnym genem kodujagcym
transglutaminazg jest AtPnglp zsekwencjonowany u rzodkiewnika. Podobienstwo sekwencji AtPnglp z
jakakolwiek sposrod zwierzgcych TGaz jest mniejsza niz 20%, jedynie jego centrum aktywne ma se-
kwencj¢ charakterystyczng dla domeny katalitycznej TGaz zwierzecych (Cys-His-Asp). Niemniej jed-
nak enzymy te u przedstawicieli obu kroélestw petnig podobne funkcje i maja podobne wlasciwosci
biochemiczne, moga zatem mie¢ zblizone konformacje. Niniejsza praca przegladowa podsumowuje do-
tychczasowy stan wiedzy na temat struktury, biochemii, lokalizacji komérkowej zardwno zwierzecych,
jak i roslinnych TGaz oraz ich biologicznej funkcji w komorce.

Stowa kluczowe: enzym, komorka roslinna, komorka zwierzgca, transglutaminazy, wiazania krzyzowe bialek.

Summary: Oligomeric and polymeric protein associations often involve purely secondary chemical forces
that is, hydrogen bonds, ionic bonds and van der Waals forces. Protein assembly and disassembly can also be
regulated by post-translational modifications, such as phosphorylation or dephosphorylation, even in these
cases the subunits are not linked covalently. The first transglutaminase enzyme (TGase, EC 2.3.2.13) was
recognised on the basis of'its ability to catalyse the covalent incorporation of amine into proteins. In general,
TGases are a family of enzymes that catalyse the covalent binding of substrates with primary amine groups
to the carboxamide group of protein glutamine residues. These enzymes are called 'biological glues' in that
they catalyse the post-translational modification of proteins by forming stable intra- and inter-molecular
bridges. Through a similar catalytic process, transglutaminases can carry out acylation, esterification, deami-
dation and isopeptide cleavage, although the biological relevance of these reactions is characteristic only for
animal cell and is less clear. Biological functions of TGases are generally attributed to their protein-
modifying activity, in some instances it is due to specialised non-catalytic actions, such as scaffolding of the
cytoskeleton to maintain membrane integrity, cell adhesion and possibly signal transduction. Three structu-
rally-characterised families of TGases have been identified. These are the papain-like TGases, members of
the superfamily of cysteine proteases. These enzymes have a catalytic triad of Cys-His-Asp/Asn. Second
group are the protein disulphide isomerase-like TGases, which have disulphide-bond isomerase activity in
addition to their TGase activity, and third group is the bacterial toxin TGases; these proteins have an atypical
catalytic triad and show no sequence homology with other two groups. Nine different TGase genes have
been identified in the human genome. Eight encode potential Ca** regulated crosslinking enzymes and one
encodes the catalytically inactive homologue. Apparent orthologues of the different human TGases have also
been identified in organisms ranging from mammals to invertebrates. TGases are encoded by a family of
closely related genes. All of the genes isolated so far seem to be organised in a similar way. Despite marked
similarities in the organization of the TGase genes, their 5* flanking sequences and mechanisms of transcrip-
tional regulation are not homologous, and this is consistent with their varied and regulated tissue-specific and
developmental expression. High sequence conservation and high degree of preservation of residue of secon-
dary structure indicates that all TGases might share a four-domain tertiary structure. Transglutaminases are
Ca*"-dependent enzymes, as shown by EGTA inhibition. It has been demonstrated in pea root and leaf that
calcium concentration affected the type of linkage that regulated intracellular role of TGases. High concentra-
tion of Ca*" activated the formation of the glutamyl-lysyl isodipeptide bonds and inhibited amines conjuga-
tion to proteins. Other then Ca®" factors like pH, magnesium and -SH protein groups can also modulate the
enzyme activity. In animals transglutaminases are located both: intra- (cytosol, mitochondria, nucleus) and
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extra-cellularly in the matrix where they are involved in differentiation, transmembrane signalling, cell adhe-
sion and organization of the extracellular matrix. Moreover, the presence and the activity of transglutamina-
ses in dying animal cells are considered markers of apoptosis. Transglutaminases are also widespread in all
plant organs and cell compartments. Much less is known about plant transglutaminases compared to their
animal counterparts. In plants they are found at several different subcellular compartments, including the
cytosol, cell wall, chloroplasts and mitochondria. Most data concern the chloroplast transglutaminase
activity, which is regulated by light and known to modify Rubisco and several antenna proteins of photosys-
tems [ and I1, influencing possibly the catalytic activity of the former and the energy transfer efficiency of the
latter. Additional roles specific for plants are related to fertilisation, stresses, senescence and programmed
cell death. AtPnglp, the first plant transglutaminase sequenced shows undetectable sequence homology to
the animal enzymes, except for the catalytic triad (Cys-His-Asp). Despite that, AtPnglp shares with them
immunological and biochemical properties and possibly a similar conformation. This review summarises our
current knowledge of the structure, biochemical features, and cell localisation of animal and plant transglu-
taminases and their biological role in the cell.

Key words: animal cell, enzyme, plant cell, protein cross-links, transglutaminases.

1. WPROWADZENIE

W kazdej komérce, zardwno roslinnej, zwierzecej, jak i bakteryjnej istnieje wiele
sposobdw tworzenia koniugatéw bialkowych. Biatka oddzialuja ze soba poprzez
stosunkowo stabe wiazania wodorowe, jonowe oraz sily van der Waalsa. Formo-
wanie silniejszych potaczen wiazan kowalencyjnych, wymaga zaleznych od jonow
wapniowych acylotransferaz — transglutaminaz (TGaz) [22]. Enzymy te odgrywaja
znaczaca role w potranslacyjnej modyfikacji bialek. Przez tworzenie wigzan krzyzo-
wych w obregbie pojedynczego biatka lub pomigdzy roznymi biatkami biora udzial w
stabilizacji tych makromolekul [2]. W zjawisku tworzenia wyzej wspomnianych
wigzan TGazy wspotdziataja m.in. z poliaminami (PA), ktérych gtownymi
reprezentantami w komorkach sa putrescyna (PU), spermidyna (SD) i spermina
(SM). Zalicza si¢ je do grupy regulatorow rozwoju komorki, a zaangazowane sa
miedzy innymi w procesy podzialu, embriogeneze, morfogenezg, reakcje na stresy
oraz starzenie [25], a takze w funkcjonowanie aparatu fotosyntetycznego u roslin
[1, 15, 17].

W niniejszej pracy poréwnano TGazy roslinne i zwierzgce, biorac pod uwage
ich budowg, wlasciwosci biochemiczne oraz funkcje petnione w réznych przedziatach
komorkowych.

2. BUDOWA ENZYMU

W genomie czlowieka zidentyfikowano dziewie¢ gendw kodujacych TGazy i
majacych swoje analogi w organizmach zwierzecych, poczawszy od ssakow, a
skonczywszy na bezkrggowcach. Geny te cechuje wysoka konserwatywnos¢, ktorej
nastepstwem jest niewielka zmiennos¢ i istotne podobienstwo zaréwno struktury
drugorzedowej, jak i trzeciorzgdowej biatek enzymow [11].
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Mimo ze wszystkie wyizolowane do tej pory geny maja podobng organizacje, ich
sekwencje flankujace na koncu 5' oraz mechanizmy regulacji transkrypcji rdznia si¢
od siebie, co ma zwigzek migdzy innymi z roznicami w strukturze promotoréw oraz
elementow wzmacniajacych [19].

Najlepiej poznanym roslinnym genem kodujacym transglutaminaze jest AtPnglp
zsekwencjonowany u rzodkiewnika [S]. Sktada si¢ on z 17 egzondw i jest genem
pojedynczym ulegajacym konstytutywnej ekspresji na niskim poziomie. Jego model
zostal utworzony przy uwzglednieniu, ze bialkowy produkt tego genu przejawia
aktywnos¢ N-glikanazy (PNGazy), a jego rdzen wykazuje znaczne podobienstwo
sekwencji (ok. 40%) z rdzeniowym fragmentem PNGazy. Glikanazy sa ewolucyjnie
blisko spokrewnione z TGazami [10]. Najblizszy homolog AtPnglp zostal zidentyfiko-
wany w ryzu, co sugeruje, ze enzym kodowany przez ten gen moze by¢ rozpow-
szechniony wsréd roslin wyzszych [10].

2.1. Struktura enzymu

Budowa wszystkich zwierzecych transglutaminaz wykazuje wiele podobienstw.
Jednym z glownych jest specyficzna struktura centrum aktywnego, ktére tworza
reszty cysteiny, histydyny i asparaginy lub asparaginianu. Powszechny u TGaz jest
réwniez brak modyfikacji tancucha biatkowego, poza kilkoma miejscami, w ktérych
moze zaj$¢ N glikozylacja. Nieliczne sa takze mostki dwusiarczkowe, wystepujace
jedynie pomigdzy resztami cysteiny [19]. Nieznaczna zmienno$¢ TGaz powoduje,
ze czterodomenowa struktura trzeciorzegdowa okreslona dla np. fXIIIA, TG2 i TG3
moze by¢ charakterystyczna takze dla pozostalych enzymdw tej grupy. W zwiazku
z tym wyroznia sie domene N-koncowa, katalityczna i dwie domeny C-koncowe.
W przewazajacej cze¢sci maja one strukture B-barytek lub B-kanapek. a-helisy mozna
odnalez¢ w domenie katalitycznej [11].

Liczba tancuchow polipeptydowych budujacych TGazy jest rozna. Dla przyktadu
fXIIIA ma dwa tancuchy, podczas gdy TG2 az szes¢ [19]. Podobnie jak inne bialka,
takze TGazy podlegaja potranslacyjnym modyfikacjom. U wiekszosci polegaja one
na N-acetylacji i usunigciu inicjatorowej reszty metioniny. W znacznej mierze TGazy
dzialaja jako monomery [19].

Podobienstwo sekwencji AtPnglp z jakakolwiek sposrod zwierzecych TGaz jest
mniejsza niz 20% i niewystarczajaca, aby mozna bylo zastosowaé tak zwang metode
budowania przez homologi¢ [22]. Niemniej jednak enzymy te u przedstawicieli obu
krolestw petnig podobne funkcje i maja podobne wlasciwosci biochemiczne, moga
zatem mie¢ zblizong konformacje. AtPnglp koduje bialko zbudowane z 2 tancuchow
polipeptydowych i 721 reszt aminokwasdw [S]. Jak juz wspomniano enzym ten ma
wlasciwosci PNGazy, a jego centrum aktywne ma sekwencje¢ charakterystyczna dla
domeny katalitycznej TGaz zwierzgcych (Cys-His-Asp) [10]. Biorac pod uwage
powyzsze fakty, stosujac nowoczesne techniki biotechnologiczne i bioinformatyczne
zbudowano hipotetyczny model AtPnglp [18].
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3. BIOCHEMICZNA CHARAKTERYSTYKA TRANSGLUTAMINAZ

Transglutaminazy katalizuja potranslacyjne modyfikacje bialek, wpltywajac na ich
strukture, rozpuszczalnosé i zdolno$¢ do oddziatywania z innymi czasteczkami. Wsrod
substratow TGaz, obok bialek, istotne miejsce zajmuja poliaminy alifatyczne. Wyste-
puja one powszechnie w komorkach roslinnych i zwierzgcych, gdzie petnig role
czynnikow wzrostu i rozwoju [25]. Poliaminy te roznia sie migdzy soba liczba
dodatnich ’loadunkéw (PloJ 2, SD 3, SM 4), a takze dlugoscia tancucha (PU: 6,5 X,
SD: 11,12 A, SM: 14,6 A ). Pociaga to za soba roznice w dtugosci i wytrzymatosci
utworzonego wigzania. TGazy nie wiaza poliamin z jednakowa czgstoscia. Najwiek-
sze powinowactwo AtPnglp zaobserwowano w stosunku do SM, a najmniejsze do
PU [5], natomiast w wierzcholku pedu Helianthus tuberosus powinowactwo TGaz
do aminowych substratow przedstawiato sie nastgpujaco: SD > SM > PU [23].
Na wiazanie okreslonej PA wplywa rowniez rodzaj biatkowego substratu, do ktérego
PA ma zostaé przytaczona [23]. Transglutaminaza katalizuje migdzy innymi reakcje,
w ktorej wiazanie powstaje pomiedzy reszta glutaminy w tancuchu biatkowym, a
pierwszorzedowsa grupa aminowa PA (ryc.1). W efekcie utworzone zostaja mono-
(y-glutamylowe) pochodne: N-mono-(y-glutamyl)-putrescyna, N 1-mono-(y-glutamyl)-
spermidyna, N§-mono-(y-glutamyl)-spermidyna oraz N1/N12-mono-(y-glutamyl)-
spermina. Nastepnie w reakcj¢ moze wejs¢ drugorzedowa grupa aminowa PA, dajac
bis-(y-glutamylowe) pochodne i taczac w ten sposob dwa tancuchy biatkowe.
Przylaczenie poliaminy do bialka zmienia réwniez jego tadunek. Mimo réznorodnosci
reakcji katalizowanych przez TGazy, schemat dzialania tych enzymdw jest jednakowy
w kazdym przypadku [24].

Krzyzowe polaczenia formowane sa rowniez bezposrednio, bez udziatu poliaminy,
migdzy innymi podczas polimeryzacji biatek de novo. TGazy uczestnicza rowniez
w stabilizacji bialek juz potaczonych ze soba wigzaniami niekowalencyjnymi. W tym
przypadku wiazania krzyzowe przyczyniajq si¢ jedynie do umocnienia konstrukcji
polimeru i czgsto nie zmieniaja jego ogolnej struktury [13].

TGazy katalizuja takze reakcje acylacji, estryfikacji, deamidacji i proteolitycznego
cigcia izopeptydu, cho¢ ich biologiczne znaczenie nie jest do konca poznane [19].

W przeciwienstwie do organizmow zwierzgcych, u ktorych wystepuja wszystkie
powyzsze typy reakcji, w komorkach roslinnych zaobserwowano jedynie reakcje
transamidacji, czyli tworzenie wiazan krzyzowych, przylaczanie aminy oraz acylacje.

3.1. Zalezno$¢ od jonow wapnia

Aktywnos¢ zaréwno roslinnych, jak i zwierzecych transglutaminaz regulowana
jest przez jony Ca’’. Przylaczenie Ca’" do TGazy powoduje istotna zmiane
konformacyjna biatka, prowadzaca do odstonigcia reszty cysteiny w centrum katali-
tycznym enzymu. Tym samym wyeksponowane zostaja reszty aminokwasow, ktore
kontroluja dostep substratow do miejsca ich wigzania. Badania na korzeniach i
lisciach grochu [21] dowiodly, ze spoczynkowa ilo$¢ jonow wapnia w cytozolu jest
wystarczajaca, aby TGazy mogly pelni¢ swoja funkcje wewnatrz komorki. Stezenie
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RYCINA 1. Schemat dwuetapowej reakcji katalizowanej przez transglutaminazy, polegajacej na
przytaczeniu aminy do biatka. Etap 1: Utworzenie kompleksu biatko-enzym w wyniku przytaczenia si¢
TGazy do reszty glutaminy w lancuchu biatkowym. Jednoczesnie od reszty tej odlacza si¢ amoniak.
Etap 2: Obejmuje on zerwanie wiazania tioestrowego mig¢dzy biatkiem a TGaza, przylaczenie
pierwszorzgdowej grupy aminowej PA do lancucha biatkowego i uwolnienie transglutaminazy. Zostaje
utworzona mono-(y-glutamylowa) pochodna poliaminy. B — biatko z wolna reszta glutaminy, E —enzym
(transglutaminaza), PA — poliaminy (opracowanie wlasne)

FIGURE 1. The scheme of the two-step reaction, catalysed by transglutaminases. It presents the
incorporation of the polyamine to the protein. Step 1: Transglutaminase is being joined to the glutamyl
residue in the protein substrate forming the protein-enzyme intermediate and releasing ammonia. Step 2:
It consist: breaking the thiolester linkage between the protein and TGase, incorporating the primary
amine group to the protein chain and releasing TGase. The mono-(y-glutamyl)-PA derivative is being
formed. B — protein substrate with free glutamine residue, E — enzyme (transglutaminase), PA— polyamine

Ca®" (powyzej 3 mM) wydaje si¢ by¢ zasadniczym czynnikiem, niezbednym dla
tworzenia wiazan krzyzowych. Fakt ten sugeruje, ze wigzania tego typu beda
formowane w $rodowisku bogatym w Ca’", na przyklad w $cianie komérkowej,
ale réwniez w przypadku uwolnienia Ca’" z wewnatrzkomérkowych rezerwuaréw
podczas uszkodzenia lub w czasie programowanej $Smierci komorki [24]. Wplyw
jonéw wapnia na aktywno$¢ TGaz badany byl rowniez u zwierzat. Erytrocyty
ludzkie zostaly poddane dzialaniu Ca** w obecnosci jonoforéw. Sa to substancje
wiazace jony w mieszaninie i ulatwiajace ich transport przez bariery lipidowe.
Zauwazono, ze czerwone krwinki nieodwracalnie zmienity swoj ksztalt, a ich blony
zostaly trwale zdeformowane. Naplywajace z zewnatrz jony Ca’" powiekszyly
znaczaco ich cytozolowq pule. Ich wysokie stezenie uruchomito znajdujaca si¢ w
erytrocytach TG2, ktéra z kolei wzigta udzial w formowaniu polimerow o wysokiej
masie bialkowej. Wigzaniami krzyzowymi polaczone zostaly bialka szkieletu blony
erytrocytow, miedzy innymi spektryna i ankiryna [19].

3.2. Zaleznos$¢ od pH, jonow magnezu i grup tiolowych

Optymalna dla dziatania TGaz wartos¢ pH jest podobna u roslin oraz zwierzat
i waha si¢ w zakresie 7,5-8.,5 [23]. Sa jednak enzymy, ktorych optimum wykracza
poza ten przedzial. TGazy w $cianach komorkowych pytku funkcjonuja w pH
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rownym 6.5 [9]. Przeciwnie do nich zachowuje si¢ transglutaminaza dziatajaca w
stromie chloroplastow. W pH w zakresie 8-9,5 jej aktywnos$¢ gwaltownie wzrastata.
Wynik ten jest zgodny z faktem, ze chloroplastowa TGaza jest aktywna w warun-
kach, w ktérych zachodzi takze fotosynteza. pH stromy chloroplastow wzrasta
wowczas do wartosci okolo 8,5 w zwiazku z transportem protondéw do $wiatla
tylakoidow [6].

W badaniach na lisciach buraka wykazano hamowanie aktywnosci TGazy przez jony
Mg?". Obecnos¢ tych jonéw hamuje proces tworzenia si¢ wiazan krzyzowych [24].

Zaangazowanie grup tiolowych w funkcjonowanie TGaz Sciany komoérkowej i
chloroplastow uwidacznia uzycie inhibitorow blokujacych tworzenie si¢ mostkow
dwusiarczkowych. Zastosowanie ditiotreitolu, silnego reduktora, zrywajacego
istniejace w bialku wiazania dwusiarczkowe, stymulowalo aktywnos¢ TGazy w
lisciach soi, jednakze hamowato te enzymy w innych roslinnych ekstraktach. Sugeruje
si¢, ze mogt si¢ do tego przyczynic¢ rozpad mostkow dwusiarczkowych enzymu lub
inhibicja chloroplastowych proteaz [23].

3.3. Zaleznos¢ od Swiatta

Specyficzna cecha, charakteryzujaca roslinne transglutaminazy i nieobserwowana
u zwierzat, jest wrazliwos¢ tych enzymow na $wiatto. Wlasciwos¢ ta dotyczy
zwlaszcza chloroplastowych TGaz, co potwierdzaja wyniki wielu badan [1, 15, 27,
28]. Takze substraty TGaz poliaminy, sa obecne w chloroplastach, a ich biosynteza
jest rowniez zalezna od $wiatta [12, 17].

W chloroplastach kukurydzy zaobserwowano stymulowang swiatlem aktywnos¢
TGaz. W ciemnosci wykryto jedynie sladowe ilosci tych zwiazkéw. W indukowanej
Swiatlem zmianie konformacyjnej LHCII uczestnicza dwie specyficzne reszty
glutaminy. Zmierzono, ze odlegtos¢ migdzy nimi jest zblizona do molekularnego
rozmiaru SM. Poliamina ta mogtaby zatem formowaé bis-glutamyl-sperminowe
mostki, faczac ze soba wspomniane reszty i dzigki temu spetniajac role w stabilizacji
kompleksu [6]. W warunkach in vivo, glutamylowe reszty sg jednak niekorzystnie
usytuowane, zwracaja sie w kierunku $wiatta gran, gdzie pH jest nizsze i nie sprzyja
aktywnosci tylakoidowej TGazy. Mimo to sugeruje sie, ze Thyl TGaza pozostaje w
kontakcie z LHCII i jest z nim zwiazana badz tez znajduje si¢ w poblizu kompleksu
[6]. Wskazuje na to obecnos¢ w LHCII miejsc o wysokim powinowactwie do
wiazania Ca®’, zaangazowanych w proces formowania sie gran i byé moze majacych
istotne znaczenie dla aktywnosci Ca*'-zaleznej TGazy.

4. ROSLINNE I ZWIERZECE TRANSGLUTAMINAZY —
ICH FUNKCJA W KOMORCE I PRZESTRZENI
ZEWNATRZKOMORKOWEJ

Plejotropowe dziatanie transglutaminaz wynika ze zdolnosci tychze enzymoéow do
przeprowadzania szeregu reakcji z udziatem réznych substratow. Przeklada sig to
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na mnogos¢ i roznorodnos¢ funkceji peionych przez TGazy [19, 22, 23]. Enzymy te sa
obecne zaréwno wewnatrz komorki, jak i poza nia, a ich aktywno$¢ wykryta zostata w
réznych tkankach roslinnych i zwierzecych, na réznych etapach rozwoju organizmu, w
warunkach sprzyjajacych rozwojowi oraz w stresie. Ponadto, powszechnie znany jest
fakt, ze w jednym organizmie zwierzgcym moze wystepowac kilka réznych form TGaz.
Prawdopodobnie taka sama sytuacja ma miejsce w krolestwie roslin, co thumaczyloby
roznice w charakterystyce TGaz w roznych organach tej samej rosliny [22].
Potwierdzeniem sa wyniki badan przeprowadzonych na lisciach, bulwach, mfodych
pedach i pakach kwiatow stonecznika, ktore wykazaly, ze w danym organie mozliwe
jest dziatanie kilku form enzymu [11]. Wlasciwosci oraz funkcje roslinnych i zwierzecych
transglutaminaz zostaty zebrane i porownane w tabeli (tab. 1).

4.1. Sciana komorkowa

Pierwszych dowodow na obecnos¢ produktow katalizy TGaz w $cianach komorek
roslinnych dostarczyly badania parenchymatycznych komérek stonecznika. W wyniku
trawienia $ciany przy uzyciu enzymow: celulazy i pektynazy od polisacharydowych
komponentow oddzielily si¢ wysokoczasteczkowe bialka, ktorych tancuchy potaczone
byly ze soba za posrednictwem PA. Sugeruje to wspotzaleznos¢ pomiedzy tymi dwo-
ma zasadniczymi skladnikami $ciany [22]. Mozna zatem przypuszczaé, ze TGazy
w tym zewnatrzkomorkowym przedziale petnig funkcje strukturalng. Funkcja ta
zostata bardziej szczegolowo opisana na podstawie doswiadczen przeprowadzonych
na Chlamydomonas reinhardtii. U badanych glonow TGaza zaangazowana byla
w budowe tak zwanej sciany ,,wegetatywnej”, bogatej w glikoproteiny rozpuszczalne
w srodowisku alkalicznym, ktora chroni zaréwno komorki wegetatywne, jak i
generatywne [23].

Obecnos¢ TGaz wykryto takze w Scianie komdrkowej ziarna pytku jabtoni oraz
w czesci proksymalnej i apikalnej tagiewki pytkowej [16]. Wydaje si¢ bardzo
prawdopodobne, ze wiazania krzyzowe, ktorych powstawanie katalizuja TGazy,
wzmacniaja $ciang i umozliwiaja wzrost tagiewki pytkowej we wnetrzu shupka.
Wykazano, ze po uzyciu inhibitorow tych enzymow nastepuje zahamowanie wydtu-
zania lagiewki.

We frakcji zawierajacej wyizolowane sciany komdrkowe komodrek pochodzacych
z platkéw korony tytoniu, zaobserwowano aktywnos¢ TGazy o masie 58 kDa.
Sugeruje sie, ze bierze ona udzial w programowanej $mierci komorek ptatkow, ktora
jest procesem zlozonym i regulowanym np. przez hormony [7]. Starzenie korony
przebiega od proksymalnej do dystalnej czesci ptatkdow i jest poprzedzone wysoka
aktywnosciag TGazy. Wysnuto wnioski sugerujace, ze TGaza, prawdopodobnie
transportowana do $ciany przez pecherzyki aparatu Golgiego, zaangazowana jest
w proces wzmacniania $cian komorkowych, zwlaszcza w czesci bazalnej oraz
podczas zmiany ksztaltu korony. Enzym ten moze takze bra¢ udziat w formowaniu
otoczki chroniacej rozwijajaca si¢ zalazni¢ przed czynnikami zewngtrznymi [7].
Lokalizacje TGaz w komorce roslinnej przedstawia rycina 2.
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RYCINA 2. Lokalizacja transglutaminaz w komorce roslinnej. Chloroplasty: substratem w stromie jest
Rubisco, TGaza 150 kDa, w tylakoidach gtéwnie biatka LHC II, TGazy 39 i 58 kDa. Cytoplazma:
substratami sg tubulina i aktyna, TGaza 80 kDa. Sciana komérkowa: substratami sg wysokoczasteczkowe
biatka, TGaza 58 kDa (opracowanie wtasne)

FIGURE 2. Location of transglutaminases in plant cell. Chloroplasts: stroma— the substrate is Rubisco, TGase
150 kDa; thylakoids — the substrates are mainly the light-harvesting complexes, TGases 39 and 58 kDa.
Cytosol substrates: tubulin and actin, TGase 80 kDa. Cell wall: high molecular mass proteins, TGase 58 kDa

4.2. Cytoszkielet

W trakcie badania kietkujacego pytku pod katem obecnosci TGaz odkryto, ze
enzym ten nie tylko znajduje sie w $cianie komdrkowej, ale takze jest zaangazowany
W reorganizacj¢ cytoszkieletu, a jego substratami sa miedzy innymi aktyna i tubulina.
Wzrost apikalny tagiewki jest bardzo szybki i zachodzi nieprzerwanie dzigki ciaglej
przebudowie cytoszkieletu, ktora umozliwia takze przesuwanie si¢ gamet, organelli,
oraz pecherzykdéw dostarczajacych materiat do budowy $ciany komorkowej. Przy-
puszczenie, ze to wlasnie aktyna i tubulina sa substratami TGaz zostalo potwierdzone,
gdy po podaniu obu biatek do ekstraktéw pytku pozbawionego $cian komorkowych,
aktywnos¢ enzymu wzrastala [8]. U roslin z rodziny rézowatych, podobnie jak u
wielu innych taksonow, wlasny pylek, ktory wyladowatl na znamieniu stupka, podlega
programowanej $mierci komorki. Jest to mechanizm chroniacy przed samozapyleniem.
Zaobserwowano [8] w takim pytku gromadzenie wysokoczasteczkowych agregatow
tubuliny i mniejszych agregatéw aktyny. Sugeruje si¢, ze zahamowanie wzrostu
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tagiewki pytkowej w przypadku nieodpowiedniego pytku jest wynikiem nietypowej
organizacji cytoszkieletu, w ktora zaangazowane sa TGazy.

4.3. Matriks wewnatrzkomodrkowa

Cytoplazmatyczne formy TGaz uczestnicza miedzy innymi w organizacji
cytoszkieletu, oddziatujac z aktyna i tubulina, jak to zostalo opisane powyzej, lub
krzyzowo laczac spektryng i ankiryng — biatka szkieletu blony erytrocytéw, o czym
wspomniano w rozdziale 3.1. Enzymy te przeprowadzaja takze, w obrgbie
wewnatrzkomorkowej matriks, potranslacyjne modyfikacje zsyntetyzowanych biatek,
ktore nastgpnie moga by¢ transportowane do réznych przedziatow wewnatrz
komorki, lub pozostaja w cytoplazmie i tutaj tez petnig swoja role [3, 14].

4.4. Chloroplasty

Gléwne funkcje chloroplastowych TGaz (ChlTGaz) mozna scharakteryzowac jako:
udzial w réznicowaniu si¢ chloroplastow, zwlaszcza w procesie formowania gran
[1, 15, 25, 26, 29], w formowaniu wielkoczasteczkowego kompleksu Rubisco [27]
oraz w stabilizacji LHCPII i innych biatek antenowych [1, 6, 15].

W trakcie réznicowania si¢ chloroplastéw stonecznika, rosnacego w warunkach
laboratoryjnych i poddanego dziataniu $wiatla oraz hormonéw, zaobserwowano
aktywnos¢ TGazy. Wzrastal takze poziom jej substratow, zwlaszcza bialek
antenowych fotosystemu II [22]. Sugeruje si¢ zatem, ze chloroplastowe formy TGaz
uczestnicza w procesie formowania si¢ gran poprzez przylaczanie PA do wspomnia-
nych biatek [1, 6, 15, 26, 27]. Zwiazane formy PA wydaja si¢ by¢ istotne w rozwoju
chloroplastow, gdyz moga wplywac na tworzenie si¢ blon tylakoidowych, do ktorych
sa kowalencyjnie przylaczone [1]. Teoria ta zostala potwierdzona w trakcie analizy
stymulowanego przez Swiatlo i kinetyng przeksztalcenia etioplastow liscieni ogorka
w chloroplasty [25, 26, 27]. Dane te wskazuja, ze ChlTGazy prawdopodobnie sa
zaangazowane w formowanie PSII, a modyfikacja biatek przez przylaczenie do nich
PA i formowanie ,,mostkdéw” miedzy réznymi resztami glutamylowymi moze
stabilizowa¢ chloroplastowe struktury.

4.5. Matriks zewnatrzkomodrkowa u zwierzat

Obecnos¢ TGaz w zewnatrzkomorkowej matriks warunkuje jej stabilizacje,
wspomaga adhezje i migracje komorek. Na powierzchni komérek i poza nimi
wykazano aktywnos¢ TG2, ktdra znaczaco przyczynia si¢ do organizacji zewnatrz-
komorkowej matriks poprzez [19]:

— posredniczenie w oddzialywaniach pomiedzy komdrka a matriks zewnatrzkomor-
kowa; warunkuje to rozprzestrzenianie i migracj¢ komorek oraz wptywa znaczaco
na proces gojenia ran;

— przyczynianie si¢ do mineralizacji tkanek;

— stabilizacj¢ potaczen umozliwiajacych zachowanie barierowej funkcji skory;

— udzial w aktywacji transformujacego czynnika wzrostu TGF-8 (ang. Transfor-
ming Growth Factor) w obrebie matriks zewnatrzkomorkowe;.
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Cze$¢ z wyzej wymienionych zadan TG2 wiaze si¢ z niezwykla zdolnoscia tego
enzymu do przylaczania fibronektyny i formowania trojsktadnikowego kompleksu z
kolagenem i integryna (8, i 8,) [3, 8, 11]. Laczenie ze soba zawierajacych Ca®'
bialek matriks jest decydujacym momentem w procesie formowania kosci [8, 20].

5. PODSUMOWANIE

Transglutaminazy roslinne i zwierzece przejawiaja podobna aktywnos¢ katalityczng
i wlasciwosci biochemiczne, pomimo braku znaczacych homologii w sktadzie aminokwasow.
Wspolna dla obu grup enzymoéw jest budowa centrum katalitycznego [22].

Transglutaminazy zwierzat zostaly jednak znacznie lepiej poznane. Enzymy te sa
zaangazowane w szereg procesow fizjologicznych i rozwojowych, takich jak: formo-
wanie kosci i chrzastek, rozwoj serca, ptuc, gruczotéw §linowych, osrodkowego i
obwodowego ukladu nerwowego. Ponadto TGazy uczestnicza w spermatogenezie
oraz krzepnigciu krwi. Przy takiej mnogosci i réznorodnosci funkeji nie dziwi fakt,
ze zaburzenia w aktywnosci tych enzymow sa zwigzane z wieloma chorobami, takimi
jak: choroba Huntingtona, Alzheimera, Parkinsona [19].

W organizmach roslinnych zidentyfikowano kilka form TGaz o r6znych masach
czasteczkowych. Potwierdzono rowniez fakt, ze w obrebie tej samej rosliny, a nawet
tej samej organelli moze funkcjonowa¢ wigcej niz jedna transglutaminaza [5, 7, 26,
27, 29]. Enzymy te, dzigki swojej specyficznej aktywnosci, uczestnicza w procesach
zwigzanych z rozwojem i wzrostem rosliny, takich jak: podzialy komdrkowe, réznico-
wanie chloroplastow, magazynowanie biatek, stabilizacja bton komoérkowych (w tym
bton tylakoidowych) oraz wzrost apikalny tagiewki pytkowej. Niemniej wazny jest
réwniez udzial TGaz w fotoprotekcji fotosystemow, odpowiedzi na dziatanie stresu
oraz w programowanej $mierci komérki [7, 15, 27].

Transglutaminazy, w zwiazku z ich zdolnoscia do modyfikowania fizycznych i
chemicznych wlasciwosci biatek, znajduja wiele zastosowan w przemysle spozyw-
czym, kosmetycznym i medycynie [24]. Jak do tej pory, do nadprodukcji TGaz
wykorzystuje sie¢ glownie bakteryjny system ekspresji, wykorzystujacy bakterie
Streptoverticillum mobaraensis [4]. System ten ma jednak wady, zwigzane migdzy
innymi z problemami w potranslacyjnej modyfikacji biatek [13]. Aktualnie pracuje
si¢ nad znacznie tanszym i wydajniejszym systemem roslinnym, ktory pozwoli na
ograniczenie kosztdéw zwiazanych z dystrybucja, przechowywaniem, ekstrakcja i
oczyszczaniem zrekombinowanych biatek.
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