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Zak³ad Fizjologii Ro�lin, Uniwersytet im. A. Mickiewicza w Poznaniu

Streszczenie: Ro�linne transglutaminazy, wci¹¿ dok³adnie niesklasyfikowane, s¹ szeroko rozpowszech-
nione u ro�lin wy¿szych i ni¿szych. Ich  ró¿ne izoformy zlokalizowano w ró¿nych kompartmentach
komórki, takich jak: chloroplasty, mitochondria, cytoplazma czy �ciana komórkowa. Przypisuje siê im
udzia³ w procesach zwi¹zanych z tworzeniem siê struktur komórkowych. W chloroplastach i mitochon-
driach dodatkowo ich rola mo¿e byæ zwi¹zana ze specyficznym metabolizmem tych organelli. Transglu-
taminazy wydaj¹ siê byæ zwi¹zane z procesami wzrostowymi (cykl komórkowy, wzrost apikalny, wzrost
siewek) i rozwojowymi ro�lin, programowan¹ �mierci¹ komórki oraz w reakcji ro�liny na czynniki
stresowe.

S³owa kluczowe: enzymy, komórka ro�linna, transglutaminazy, wi¹zania krzy¿owe bia³ek.

Summary: Plant TGases, still unclassified, are widespread in higher and lower plants, in several plant
organs and probably different isoforms are differently located in various cell compartments: chloro-
plasts, mitochondria, cytoplasm, cell walls. They probably exert a mainly structural or conformational
role; however, in chloroplasts and mitochondria their roles might be related to the organelles� specific
metabolisms. Transglutaminases appear related to growth (cell cycle, apical growth, seedling growth),
differentiation, programmed cell death and stress.

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

Wykaz skrótów: Chl-TGaza � chloroplastowa transglutaminaza, PA � poliaminy, PCD � programowa-
na �mieræ komórki, PU � putrescyna, SD � spermidyna, SM � spermina, TGaza � transglutaminaza,
Tyl-TGaza � tylakoidowa transglutaminaza.

1. WPROWADZENIE

Wi¹zania krzy¿owe bia³ek, które pojawiaj¹ siê jako modyfikacje potranslacyjne, s¹
jednym z istotnych procesów zaanga¿owanych w stabilizacjê makromoleku³. W�ród
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najlepiej poznanych wi¹zañ krzy¿owych formowanych w procesie enzymatycznej
katalizy s¹ ε-(γ-glutamyl)lizynowe i NN�bis(γ-glutamyl)aminowe. Formowanie siê
wi¹zañ tych dwóch typów jest katalizowane przez zale¿ne od Ca 2+-acylotransferazy
znane jako transglutaminazy (TGazy) [EC 2.3.2.1.3] [30,32].

Transglutaminazy maj¹ wyj¹tkowo szeroki zakres dzia³ania. Jednym z g³ównych
substratów  TGaz s¹ alifatyczne poliaminy (PA), które ze wzglêdu na swoje w³a�ciwo�ci
fizykochemiczne mog¹ byæ kowalentnie wi¹zane do bia³ek w dwuetapowej reakcji
[16,30,32,35]. Trzy g³ówne poliaminy (putrescyna PU, spermidyna SD i spermina
SM), s¹ powszechnie wystêpuj¹cymi czynnikami wzrostu i rozwoju komórki zarówno
zwierzêcej,  jak i ro�linnej [16,27,34]. Charakteryzuje je ró¿na liczba dodatnich ³adunków
(PU 2, SD 3, SM 4) i d³ugo�æ szkieletu (PU: 6.5Å, SD: 11.12Å, SM: 14.6Å) co wp³ywa
na d³ugo�æ i wytrzyma³o�æ wi¹zania [16]. W pierwszym etapie do reszty glutaminy w
³añcuchu bia³kowym jest przy³¹czany enzym, tworzy siê kompleks enzym-bia³ko, a z
grupy γ-karboksyamidowej reszty glutaminowej uwalniany jest amoniak. W etapie
drugim w miejsce enzymu do cz¹steczki bia³ka przy³¹czona jest pierwszorzêdowa grupa
aminowa (poliaminy), a enzym jest uwalniany (ryc.1) [30,32]. Rezultatem aktywno�ci

RYCINA 1. Schemat reakcji katalizowanej przez transglutaminazy. Reakcja polega na przy³¹czaniu
poliamin do cz¹steczki bia³ka. Przebiega w 2 etapach. W pierwszym etapie do reszty glutaminy w
³añcuchu bia³kowym jest przy³¹czany enzym, tworzy siê kompleks enzym-bia³ko, a z grupy γ-
karboksyamidowej reszty glutaminowej uwalniany jest amoniak. W etapie drugim w miejsce enzymu
do cz¹steczki bia³ka przy³¹czona jest pierwszorzêdowa grupa aminowa (poliaminy), a enzym jest
uwalniany (na podstawie [32], zmodyfikowane):   E �  enzym, PA � poliaminy, G � glutamina, C � wêgiel
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transglutaminaz w komórce przy wspó³udziale PA jest zmiana ³adunku bia³ka, a tak¿e
zmiana jego konformacji poprzez tworzenie po³¹czeñ krzy¿owych w obrêbie tego samego
bia³ka (reakcja opisana powy¿ej) b¹d� pomiêdzy ró¿nymi bia³kami, czego konsekwencj¹
mo¿e byæ formowanie siê koniugatów bia³kowych o wysokiej masie cz¹steczkowej
(ryc. 2) [23,30,32].
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RYCINA  2. Putrescyna, spermidyna i spermina mog¹ byæ acylowymi akceptorami (substratami) w
reakcji katalizowanej przez transglutaminazy. Reakcja z pierwszorzêdow¹ grup¹ aminow¹ poliaminy
daje mono-(γ-glutamylowe) pochodne. Kolejno w reakcje wchodzi drugorzêdowa grupa aminowa i
powstaj¹ bis-(γ-glutamylowe) pochodne. W odró¿nieniu od putrescyny i sperminy, spermidyna jest
asymetryczn¹ moleku³¹ . Spermidyna tworzy dwie konformacyjnie ró¿ne mono-(γ-glutamylowe) pochodne
(na podstawie [30], zmodyfikowane).
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2. BIOCHEMIA RO�LINNYCH TRANSGLUTAMINAZ

2.1 Charakterystyka pierwszej ro�linnej transglutaminazy

Kilku oczyszczonym ro�linnym bia³kom mo¿e byæ przypisana funkcja TGazy. Obecnie
jednak to¿samo�æ tych bia³ek jest niepoznana. Dodatkowo, nie znaleziono ¿adnej sekwencji
w bazie dla rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana), kukurydzy (Zea mays), ry¿u (Oryza
sativa L)  czy ziemniaka (Solanum tuberosus), zbli¿onej do sekwencji zwierzêcej TGazy.
To utrudnia czy nawet wyklucza mo¿liwo�æ zidentyfikowania ro�linnej TGazy poprzez
porównane jej sekwencji z sekwencj¹ dobrze poznanej zwierzêcej TGazy [35].

W latach dziewiêædziesi¹tych poza czê�ciowo oczyszczonym bia³kiem o masie 39
kDA pochodz¹cym z chloroplastów [12] tylko Kang i inni [20] wyizolowali  bia³ko o
masie 80kDa z li�ci soi, do tej pory  zreszt¹ niezsekwencjonowane, które charak-
teryzowa³o siê, aktywno�ci¹ TGazy.

Niedawno wykazano u Arabidopsis thaliana obecno�æ genu AtPng1p, którego
sekwencja zbli¿ona by³a do N-glikanazy. AtPng1p zawiera cysteinê, histydynê,
asparaginê (Cys-His-Asp) sekwencjê aminokwasów charakterystyczn¹ dla katalitycznej
domeny TGazy. W genomie Arabidopsis thaliana, tylko AtPng1p ma centrum
katalityczne o tej sekwencji. Glikanazy s¹ enzymami zaanga¿owanymi w degradacjê
bia³ek, które nie osi¹gnê³y swojej finalnej struktury. Jako amidazy, glikanazy maj¹
resztê cysteiny, która jest nukleofiln¹ reszt¹ niezbêdn¹ do aktywno�ci enzymu [35].

AtPng1p jest pojedynczym genem, który ulega ekspresji na bardzo niskim poziomie,
aczkolwiek wystêpuje powszechnie w komórce. W reakcji RT-PCR okre�lono poziom
mRNA dla opisywanego genu. W ca³ej ro�linie, w ró¿nych jej organach, w ró¿nych
stadiach rozwoju, dla ró¿nych przebadanych w pracy warunków �wietlnych  poziom
mRNA by³ zbli¿ony [11]. Aby wykazaæ, czy AtPng1p  rzeczywi�cie koduje TGazê, jego
sekwencja koduj¹ca zosta³a wklonowana do Escherichia coli. Rekombinowane bia³ko
by³o nastêpnie oczyszczone przy u¿yciu chromatografii powinowactwa na kolumnach
niklowych. Bia³ko o masie 86 kDA zosta³o zlokalizowane przy u¿yciu trzech przeciwcia³
anty-TGazowych pochodzenia zwierzêcego. Dodatkowo, analiza Western blot przy u¿yciu
przeciwcia³ skierowanych przeciwko rekombinowanemu bia³ku AtPng1p wykaza³a  jego
obecno�æ we frakcji mikrosomalnej Arabidopsis thaliana. Inne bia³ka o ni¿szej masie
cz¹steczkowej wykryto wykorzystuj¹c to samo przeciwcia³o do identyfikacji bia³ek
cytozolowych [11]. Nasunê³o siê pytanie, czy dodatkowe jednostki bia³kowe wykryte
metod¹ Western blot mog¹ byæ wynikiem proteolitycznej degradacji bia³ka AtPng1p,
która ma miejsce w przypadku ekspresji TGazy pochodzenia zwierzêcego [16,25].
Rekombinowane bia³ko, TGaza z  Arabidopsis thaliana, w³¹cza³o poliaminy (sperminê,
spermidynê, putrescynê oraz biotyno-kadawerynê) do dimetylokazeiny tylko w obecno�ci
wapnia. Dodatkowo, analiza γ-glutamylowych pochodnych potwierdzi³a, ¿e produkt genu
AtPng1p ma aktywno�æ Ca2+-zale¿nej TGazy [11].

Jest to pierwsze bia³ko ro�linne, wyizolowane i scharakteryzowane na poziomie
molekularnym, które ma w³a�ciwo�ci zbli¿one do enzymu zwierzêcego. Zatem mo¿na
wysnuæ hipotezê, ¿e oczyszczone bia³ko AtPng1p, aczkolwiek ró¿ni¹ce siê swoj¹
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sekwencj¹ od TGaz zwierzêcych, poza sekwencj¹ aminokwasów w miejscu
katalitycznym jest TGaz¹ ro�linn¹ z ró¿n¹ histori¹ filogenetyczn¹ [11,35].

2.2.Wp³yw wapnia, magnezu i grup tiolowych na aktywno�æ enzymatyczn¹
transglutaminaz

Wydaje siê, ¿e wewn¹trzkomórkowa pula wapnia mo¿e mieæ istotny wp³yw na
aktywno�æ TGazy, czego konsekwencj¹ jest w³¹czanie PA do bia³ek. Wi¹zanie siê PA
do bia³ek obserwowano  przy 20 nM stê¿eniu Ca2+ w komórce ro�linnej [24]. Wcze�niej
obserwowano, ¿e mikromolarne stê¿enie wapnia  w komórce hamuje wi¹zanie siê PA
do bia³ek [9,29]. W tych warunkach, ro�linne TGazy mog¹ braæ udzia³ w formowaniu
siê wi¹zañ typu ε-(γ-glutamyl)lizynowych izopeptydów [24]. Lilley i inni [24] wykazali
udzia³ TGaz w tworzeniu siê  wi¹zañ izopeptydowych  w komórce ro�linnej. Tego typu
wi¹zania bêd¹ pojawiaæ siê zatem w �rodowisku, w którym wystêpuje wy¿sze stê¿enie
jonów Ca2+ np. w komórkach �ciany  b¹d� gdy zmagazynowany w komórce Ca2+ zostanie
uwolniony np. w wyniku �mierci komórki.

Wstêpne wyniki badañ sugeruj¹ [33], ¿e równie¿ jony Mg2+ mog¹ byæ istotnym
elementem reguluj¹cym aktywno�æ g³ównie chloroplastowej formy TGazy i wp³ywaj¹
na proces tworzenia wi¹zañ krzy¿owych hamuj¹co.

U¿ycie inhibitorów blokuj¹cych tworzenie siê mostków dwusiarczkowych podkre�la
znaczenie grup tiolowych dla aktywno�ci chloroplastowych i zlokalizowanych w �cianie
komórkowej TGaz [19]. Dithiothreitol � czynnik redukuj¹cy stymulowa³ aktywno�æ
enzymu w li�ciach soi [19,20].

Podanie inhibitorów proteaz w czasie inkubacji chloroplastów ze znakowan¹ SD
powodowa³o s³absze wi¹zanie siê tej poliaminy do bia³ek. Próby bez inhibitorów
charakteryzowa³y siê jednak lepiej zachowanymi bia³kami i chlorofilem [19]. Autorzy
sugeruj¹, ¿e

a) czê�ciowa proteoliza  substratu, jakim jest kompleks LHCII, mo¿e ods³aniaæ
miejsca dla wi¹zania siê produktu lub

b) byæ mo¿e subtelna proteoliza aktywuje chloroplastow¹ TGazê (Chl-TGazê) albo
c) inhibitory proteaz inaktywuj¹ tiolowe grupy cysteiny zlokalizowane w centrum

aktywnym enzymu.

2.3. Wra¿liwo�æ na �wiat³o

W ostatnich latach pojawi³y siê pierwsze doniesienia, i¿ ro�linne transglutaminazy s¹
enzymami, których aktywno�æ jest zale¿na od �wiat³a. Zale¿no�æ tê zaobserwowano
g³ównie w zielonych li�ciach, �ci�lej w ca³ych chloroplastach i w ich subfrakcjach (stroma,
tylakoidy) [5,9,15]. U zwierz¹t, u których funkcja i mechanizm reakcji TGaz jest lepiej
poznany, nie zauwa¿ono, aby aktywno�æ enzymu by³a regulowana �wiat³em [16].

W ró¿nicuj¹cych siê chloroplastach, �wiat³o stymuluje jednocze�nie wzrost poziomu
TGazy i pojawianie siê produktów reakcji, któr¹ ten enzym katalizuje. Hipotezê tê
wspieraj¹ do�wiadczenia prowadzone in vitro na etiolowanych tkankach bulwy
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Helianthus tuberosus L. �wiat³o zwiêksza³o poziom TGazy w komórce, któr¹
analizowano wykorzystuj¹c przeciwcia³o z prostaty szczura, wykrywaj¹ce bia³ko o
masie 58 kDa [9]. W warunkach in vivo, �wiat³o wp³ywa³o na zwiêkszon¹ ekspresjê
niektórych substratów TGaz m.in. genów alfa i beta tubulin oraz kilku plastydowych
bia³ek, takich jak Rubisco czy bia³ek kompleksów (LHCI, LHCII) i innych, co
sugerowa³o udzia³ tego enzymu w procesie ontogenezy plastydu [9].

Postulowano równie¿, ¿e nowa forma enzymu, charakterystyczna  dla li�ci, pojawia
siê, kiedy etiolowane tkanki poddane s¹ dzia³aniu �wiat³a. Efekt ten badano w  hodowli
in vitro eksplantów (parenchyma bulwy Helianthus tuberosus L.) pierwotnie nie
fotosyntezuj¹cych, pozbawionych zielonych plastydów i wykszta³conego systemu b³on
tylakoidowych. Eksplanty poddawano dzia³aniu hormonów, które stymulowa³y lub
hamowa³y ró¿nicowanie siê chloroplastów pod wp³ywem �wiat³a [5].

W toku innych badañ, przeprowadzanych na kukurydzy, w reakcji  ze znakowan¹
PU zarówno oczyszczona frakcja tylakoidów, jak i LHCII by³y bogate w mono- jak i
bis-glutamyl-PU. Pochodne glutamylowe pojawia³y siê w wymienionych uk³adach na
�wietle. W ciemno�ci mo¿na by³o wykryæ jedynie �ladowe ilo�ci tych zwi¹zków [12].
Wyniki te pozwalaj¹ spekulowaæ, ¿e aktywno�æ  plastydowych TGaz regulowana jest
przez �wiat³o. Jak donosi Della Mea i inni [12], znane, zale¿ne od �wiat³a zmiany
strukturalne LHCII powoduj¹ dwie charakterystyczne reszty glutaminy, a odleg³o�æ, o
jak¹ s¹ oddalone, jest zbli¿ona do molekularnego rozmiaru SM, która mo¿e formowaæ
bis-glutamyl-SM-owe mostki.

Wspomniane reszty glutamylu, które mog¹ wchodziæ w reakcje z PA, in vivo s¹
zlokalizowane w pêtli utworzonej ze �wiat³a gran, gdzie pH jest ni¿sze ni¿ to, w którym
przebiega proces fotosyntezy i to, które jest optymalne dla aktywno�ci enzymatycznej TGazy
[9]. Testowanie TGaz pochodzenia zwierzêcego w materiale ro�linnym sugeruje, ¿e nie
wszystkie reszty glutamylu LHCII s¹ dostêpne dla tych enzymów. TGazy pochodz¹ce
zarówno z erytrocytów, jak i w¹troby �winki morskiej s¹ g³ównie enzymami
cytoplazmatycznymi, a ich hydrofilno�æ utrudnia im funkcjonowanie w hydrofobowym
�rodowisku LHCII. Kataliza  przy u¿yciu tych enzymów prowadzi jedynie do otrzymania
mono-pochodnych [12]. Dla kontrastu tylakoidowa transglutaminaza (Tyl-TGaza) katalizuje
znaczn¹ ilo�æ bis-pochodnych, które mo¿na zaobserwowaæ we frakcji izolowanych
chloroplastów. Tylakoidowy enzym z powodu swojego ma³ego rozmiaru i specyficzno�ci
dzia³ania  mo¿e pe³niæ rolê strukturaln¹ i mieæ swój udzia³ w stabilizacji  kompleksu LHCII.
Della Mea i inni [12] sugeruj¹, ¿e Tyl-TGaza jest zlokalizowana blisko LHCII b¹d�  jest  z
nim zwi¹zana. LHCII ma miejsce wi¹zania Ca2+ o wysokim powinowactwie (wapñ jest
wykorzystywany w procesie formowania siê gran) i miejsce wi¹zania Ca2+ o ni¿szym
powinowactwie, byæ mo¿e miejsce to jest istotne dla Ca 2+-zale¿nej katalizy przeprowadzanej
przez Tyl-TGazê. Podobieñstwa zaobserwowane u ro�lin jedno- i dwuli�ciennych wskazuj¹
na to, ¿e tylakoidowa forma tego enzymu jest czê�ciowo zale¿na od �wiat³a. Ponadto
modulowana �wiat³em zmiana konformacji LHCII mo¿e wp³ywaæ na aktywno�æ enzymu
[12,15].
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3. FUNKCJE RO�LINNYCH TRANSGLUTAMINAZ

Ró¿nice, które obserwujemy w charakterystyce TGaz w ró¿nych organach tej samej
ro�liny, mog¹ wynikaæ z faktu, i¿ byæ mo¿e wiêcej ni¿ jeden enzym czy ró¿ne formy
tego samego enzymu  s¹ obecne w jednym organizmie [30,32]. U ro�lin TGazy
prawdopodobnie pe³ni¹ rolê, jak¹ przypisuje siê im w komórkach zwierzêcych. Jednak
ich lokalizacja w konkretnych przedzia³ach komórkowych i ró¿ne substraty, które
wykorzystywane s¹ w reakcji enzymatycznej, mog¹ sugerowaæ, ¿e ro�linne TGazy
spe³niaj¹ dodatkowe funkcje w komórce ro�linnej, nieznane u zwierz¹t [10, 30,32]. W
tabeli ujêto lokalizacjê enzymu w obrêbie komórki ro�linnej i przedstawiono biologiczn¹
funkcjê, jak¹ pe³ni¹ w niej TGazy. Wystêpowanie enzymu u ro�lin zasugerowano wskutek
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wykrycia PA zwi¹zanych z bia³kami. Bezpo�rednim dowodem na to, ¿e TGaza jest
odpowiedzialna za tego typu koniugacjê, by³a izolacja cz¹steczek glutamyl�PA [5].

TGazy ro�linne po raz pierwszy zidentyfikowano w dziel¹cych siê komórkach, takich
jak etiolowany merystem wierzcho³kowy, czy podczas analizy cyklu komórkowego
[29, 30]. Podczas synchronicznego cyklu komórkowego w  komórkach parenchymy
Helianthus tuberosus L., zaobserwowano nisk¹ aktywno�æ TGazy we wczesnej fazie
G1 cyklu, która wzrasta³a  podczas fazy S [30]. Równolegle zaobserwowano w³¹czanie
PA do bia³ek o wysokiej masie cz¹steczkowej (58 kD i 90 kDa) [9].

Lilley i inni [24] opisali aktywno�æ TGaz w korzeniach i tkankach ³odyg ro�lin
dwuli�ciennych (groch, bób) oraz jednoli�ciennych (pszenica, jêczmieñ). U wszystkich
tych gatunków aktywno�æ tego enzymu by³a wy¿sza w korzeniach ani¿eli w li�ciach.
Zaobserwowano równie¿ zwi¹zek pomiêdzy aktywno�ci¹ enzymu a wiekiem tkanki
ro�linnej. W korzeniach aktywno�æ TGazy wzrasta³a w okresie wczesnego stadium
rozwoju, natomiast w li�ciach, zarówno rozwijaj¹cych siê jak i dojrza³ych, utrzymywa³a
siê na tym samym poziome. TGazy �pracuj¹ce� w korzeniu, jak i w li�ciu by³y enzymami
zale¿nymi od jonów Ca2+ , a stê¿enie wapnia wp³ywa³o na wydajno�æ reakcji.

3.1. Udzia³ TGaz w tworzeniu struktur komórkowych

3.1.1. Cytoplazma

TGaza w cytoplazmie bierze udzia³ w tworzeniu jej struktury. Przy wzro�cie
aktywno�ci TGazy zaobserwowano gwa³town¹ reorganizacjê cytoszkieletu u  tworz¹cej
siê ³agiewki py³kowej [8]. Po inkubacji py³ku  ze znakowan¹ PU na autoradiogramie
pojawi³y siê dwa bia³ka o masie 43 i 55 kDa. Bia³ka te zidentyfikowano przy u¿yciu
przeciwcia³ dla anty-aktyny i anty-tubuliny. Dodatkowo zaobserwowaæ mo¿na by³o
agregaty o wy¿szej masie  cz¹steczkowej.

3.1.2. �ciana komórkowa

W �cianie komórkowej  funkcjê strukturaln¹, jak¹ mo¿e pe³niæ TGaza, mo¿na okre�liæ
na podstawie do�wiadczeñ wykonanych na glonach Chlamydomonas reinhardtii [32,36].
TGazy wp³ywaj¹ na prawid³ow¹ strukturê wchodz¹cych w sk³ad �ciany glikoprotein.
Podczas cyklu komórkowego glon wykszta³ca dwie ró¿ni¹ce siê sk³adem �ciany. �ciana
tzw. �wegetatywna�, w której tworzeniu bierze udzia³ TGaza, otacza komórki zarówno
wegetatywne, jak i generatywne i jest bogata w glikoproteiny rozpuszczalne w
alkalicznym �rodowisku. Chlamydomonus reinhardtii wydziela poza protoplast TGazê
o masie 72 kDa. Wzbogacenie �ciany w glikoproteiny poprzedza wysoka aktywno�æ
enzymu. Zaobserwowano trójstopniowy proces: wzrost aktywno�ci TGazy, poprze-
dzaj¹cy syntezê glikoprotein i formowanie siê �delikatnej struktury�, która organizuje
siê  stopniowo w samotworz¹c¹ siê �konstrukcjê� �ciany oraz oksydacyjn¹ reakcjê, w
której wyniku tworzona jest finalna struktura �ciany typu �wegetatywnego� [36].
Podawanie kadaweryny, SM, SD i PU w wysokim stê¿eniu do roztworu wp³ywa³o na
zaburzenia w strukturze �ciany. W �cianie komórkowej PA wi¹¿¹ siê do nieziden-
tyfikowanych i zidentyfikowanych jako rozpuszczalne w �rodowisku alkalicznym
glikoproteiny GP2 i GP3.
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3.1.3. Chloroplasty

Obecno�æ transglutaminaz  stwierdzono w chloroplastach kapusty pekiñskiej
(Brassica pekinensis), w tylakoidach topinamburu (Helianthus tuberosus), szpinaku
czy w chloroplastach glonu Dunaliella salina [30].

Przy zastosowaniu metod immunodetekcji w chloroplastach kalusa kukurydzy,
topinamburu, rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana), ziemniaka (Solanum tuberosum) i
pomidora (Lycopersicum esculentum) wykryto transglutaminazy o masie cz¹steczkowej
ok. 58 kDa [1,30,].

Wzrost poziomu transglutaminaz w trakcie ró¿nicowania siê chloroplastów oraz
ich lokalizacja w tylakoidach gran (bia³ka antenowe LHCII) sugeruj¹, ¿e TGazy mog¹
wspó³uczestniczyæ w procesie formowania siê gran przez wi¹zanie PA do bia³ek
antenowych [12,37].

Zidentyfikowano niektóre substraty chloroplastowych transglutaminaz. W izolowa-
nych chloroplastach Helianthus tuberosus znakowanych [14C]PU i [14C]SD w warunkach
aktywno�ci TGazy wi¹za³y siê do bia³ek antenowych kompleksu chlorofil a/b-bia³ko
zbieraj¹cego energiê �wietln¹ (LHCII) oraz do bia³ek kompleksów chlorofilowo-
bia³kowych przekazuj¹cych energiê wzbudzenia: CP24, CP26, CP29 [6,9].

Innym substratem TGazy w chloroplastach Medicago sativa i Helianthus tuberosus
by³a wiêksza podjednostka Rubisco. Wydaje siê, ¿e asocjacja podjednostek Rubisco
mo¿e odbywaæ siê przy udziale poliamin [6, 15,26]. Egzogenne dodanie poliamin (SD,
SM) lub inhibitorów syntezy putrescyny (difluorometyloargininy) do poddanych stresowi
osmotycznemu li�ci owsa hamowa³o degradacjê bia³ek i utratê chlorofilu oraz
stabilizowa³o bia³ka tylakoidów D1, D2, cyt f i du¿¹ podjednostkê Rubisco [2].

W chloroplastach Helianthus tuberosus przy zastosowaniu metod immunodetekcji
zidentyfikowano chloroplastowe TGazy o masach 24 kDa, 58 kDa i 150 kDa [6,9,15].
Analiza PA-glutamyl pochodnych wykaza³a, ¿e wi¹zanie PA do bia³ek plastydowych
przez TGazy ma miejsce w obydwóch kompartmentach  chloroplastu � we frakcji
tylakoidowej przez TGazy o masach 24 kDa i 58 kDA, a w stromie przez TGazê o
masie 150 kDa [15]. Ponadto synergizm pomiêdzy aktywno�ci¹ enzymu w stromie i
tylakoidach obserwowany w czasie do�wiadczenia  by³ wyra�nie zale¿ny od �wiat³a.

TGaza, której charakterystyka jest zbli¿ona do tej zidentyfikowanej u Helianthus
tuberosus [15], zosta³a zlokalizowana  w chloroplastach Zea mays L. [1,12].
Chloroplastowa TGaza kukurydzy preferowa³a wi¹zanie siê SD do bia³ek plastydowych
i tworzenie siê bis-pochodnych glutamylu [12]. �wiat³o stymulowa³o aktywno�æ enzymu.
Izolacja kompleksu  PSII (LHCII)  i inkubacja wyizolowanej frakcji ze znakowanymi
PU, SD i SM potwierdzi³y udzia³ SD w potranslacyjnej modyfikacji bia³ek kompleksu.
Frakcja LHCII czê�ciowo oczyszczona w gradiencie sacharozy,  dodatkowo charakte-
ryzowa³a siê, poza bia³kami o masie 24 kDa i 58 kDa, bia³kiem o masie 39 kDa,
rozpoznawanym przez przeciwcia³a anty-TG. Dwie metody oznaczania aktywno�ci
TGazy � kolorymetryczna i przy u¿yciu radioaktywnych poliamin � potwierdzi³y, ¿e
tylakoidowy enzym jest Ca2+-zale¿ny [12].

Na rycinie 3 przedstawiono udzia³ ró¿nych transglutaminaz w poszczególnych
subfrakcjach chloroplastów, gdzie katalityczna funkcja TGazy jest �ci�le zale¿na od
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wapnia i prawdopodobnie wp³ywa na proces fotosyntezy i/lub fotoochronê, co ma
pozytywny wp³yw na wzrost i rozwój ro�liny [10].

4. TGAZY W PROGRAMOWANEJ �MIERCI KOMÓRKI (PCD)

Badania nad procesem starzenia s¹ istotne z uwagi na ich podstawowy i aplikacyjny
charakter. �wie¿o zerwane li�cie sa³aty, które spo¿ywamy czy �wie¿o �ciête kwiaty maj¹
bardzo krótki okres przechowywania. Dlatego badania nad zabezpieczeniem komórki
przed przyspieszonym starzeniem siê g³ównym przedmiotem badañ aplikacyjnych [39].
Chloroplasty s¹ pierwszymi organellami, które ulegaj¹ degradacji w postêpuj¹cym procesie
starzenia. Bardzo szybko staj¹ siê nieaktywne, a bia³ka fotosytemów poddane s¹ proteolizie.
Degradacji ulega te¿ zwi¹zany z nimi chlorofil [2].

RYCINA  3. Schemat udzia³u transglutaminaz (TGaz), w poszczególnych kompartmentach chloroplastów.
Substratem TGazy stromy, formy  enzymu niewymagaj¹cej dla swojej aktywno�ci �wiat³a jest  g³ównie
Rubisco. Substratem dla zale¿nych od �wiat³a TGaz tylakoidowych s¹ m.in. kompleksy chlorofil a/b-
bia³ko stanowi¹ce g³ówn¹ antenê fotosystemu I i II (LHCI i LHCII). W³¹czanie poliamin w struktury
bia³kowe chloroplastów przy udziale TGaz ma pozytywny wp³yw na proces fotosyntezy i fotoochronê,
co warunkuje prawid³owy wzrost i rozwój komórki (na podstawie [10], zmodyfikowane)
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W starzej¹cych siê p³atkach kwiatów,  obok takich zjawisk, jak rozpad j¹dra komórkowego,
fragmentacja DNA, modyfikacje w strukturze �ciany komórkowej, spadek stê¿enia bia³ka w
komórce, obni¿enie siê zawarto�ci wody i pigmentów, zmniejszenie integralno�ci b³on,
zaobserwowano wzrost w aktywno�ci TGazy, postrzegany jako wzrost poziomu pochodnych
glutamyl-PA oraz wzrost ilo�ci modyfikowanych bia³ek [31]. Byæ mo¿e w PCD zaanga¿owana
jest jedna z form TGazy o masie 58 kDa, któr¹ zlokalizowano przy pomocy metod
immunologicznych. Zaobserwowano, ¿e w procesie starzenia p³atków kwiatów, po egzogennym
podaniu SM, mimo ¿e nast¹pi³a fragmentacja DNA i uszkodzenia wakuoli, ¿ywotno�æ
chloroplastów zosta³a zauwa¿alnie przed³u¿ona. Zahamowanie procesu degradacji chloroplastów
mo¿e byæ zwi¹zane z kowalentnym wi¹zaniem siê SM do substratów TGaz zlokalizowanych w
ró¿nych kompartmentach komórki, nie tylko w chloroplastach [31].

PA znane s¹ jako czynnik anty-starzeniowy w li�ciach: opó�niaj¹ ten proces poprzez
tymczasowe zabezpieczenie b³on przed rozpadem, opó�niaj¹  degradacjê kwasów
nukleinowych i  bia³ek wchodz¹cych w sk³ad fotosystemów [2,23,27].

Votyakova i inni [38] badali w³¹czanie siê PA do bia³ek ro�linnych mitochondriów.
Organelle izolowano z ziemniaków (Solanum tuberosus L.) i fasoli (Phaseolus aureus
Roxb.). Aktywno�æ TGaz wykazano poprzez oznaczenie przy u¿yciu radioaktywnych
poliamin ich glutamylowych pochodnych. Aktywno�æ enzymu by³a zale¿na od
temperatury (brak w³¹czania przy 0°C). Aktywno�æ TGazy we frakcji matriks
mitochondrialnej nie wzrasta³a proporcjonalnie do czasu, podczas gdy we frakcji b³on
obserwowano znaczny wzrost radioaktywno�ci w czasie inkubacji. Zatrzymanie reakcji
na ró¿nych etapach w³¹czania siê radioaktywnych PA pokaza³o, ¿e spójno�æ struktury
b³on jest nierozerwalnie zwi¹zana z w³¹czaniem siê PA w te struktury podczas translacji
b¹d� w wyniku modyfikacji potranslacyjnej. Jedno z bia³ek, które uleg³o modyfikacji,
zidentyfikowano jako bia³ko b³onowe charakteryzuj¹ce siê sekwencj¹ zbli¿on¹ do
katalazy (katalaza jest rozpuszczalnym bia³kiem matriks mitochondrialnego). To
spostrze¿enie pozwoli³o autorom na wysuniêcie hipotezy, ¿e poliaminy wi¹zane do
bia³ek prawdopodobnie poprzez TGazy mog¹ mieæ swój udzia³ w oksydatywnym
metabolizmie w czasie apoptozy.

5. ASPEKT BIOTECHNOLOGICZNY

Wykorzystanie TGaz z uwagi na ich udzia³ w tworzeniu �sieci� po³¹czeñ bia³kowych i
powstawanie tzw. supramoleku³ mo¿e mieæ znaczenie aplikacyjne. Powszechnie stosuje siê
TGazy w przemy�le spo¿ywczym. Dodawane s¹ do miês, ryb, chleba i przetworów mlecznych
w celu ulepszenia ich jako�ci poprzez uzyskanie odpowiedniej konsystencji produktu [16].

To szerokie zastosowanie TGaz wp³ynê³o na opracowanie niedrogiego, wydajnego
i bezpiecznego �ród³a do produkcji rekombinowanych bia³ek. Bakteria Steptoverticillum
mobaraensis [4,17,18,22] jest obecnie g³ównym systemem ekspresji, produkuj¹cym
rekombinowane bia³ko TGazy. Aczkolwiek bia³ka produkowane w kulturach
bakteryjnych nie s¹ poddawane glikozylacji (brak glikozylacji, mo¿e prowadziæ enzym
do utraty stabilno�ci b¹d� utraty funkcji biologicznej). Z du¿o mniejsz¹  wydajno�ci¹
ni¿ u eukariotów tworzone te¿ s¹ mostki dwusiarczkowe, co mo¿e wp³ywaæ na wadliwe
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fa³dowanie siê bia³ka b¹d� str¹canie w formie cia³ inkluzyjnych. Niektóre z tych
problemów, g³ównie zwi¹zane z modyfikacj¹ potranslacyjn¹ bia³ek, mog¹ byæ
rozwi¹zane poprzez u¿ycie dro¿d¿owego systemu ekspresji [40]. Jednak mechanizm
glikozylacji u dro¿d¿y i u eukariotów jest ró¿ny.

Wiêkszo�æ ludzkich bia³ek produkuje siê w liniach komórkowych ssaków. Ma to
du¿e znaczenie dla  zachowania  prawid³owego przebiegu posttranslacyjnych
modyfikacji. Jednak koszty, jakie wi¹¿¹ siê z za³o¿eniem i utrzymaniem takich sterylnych
linii, s¹ czynnikiem ograniczaj¹cym [16,40].

Ro�linny system ekspresji jest znacznie tañszy, bezpieczniejszy, wydajny i wygodny.
Ro�liny wy¿sze s¹ atrakcyjnym gospodarzem do ekspresji bia³ek wykorzystywanych w
produkcji farmaceutyków, pasz dla zwierz¹t, w przemy�le spo¿ywczym, przy diagnostyce
medycznej i terapii. Rekombinowane bia³ka mog¹ byæ deponowane w nasionach,
przechowywane w cia³ach bia³kowych endospermy, gdzie chronione s¹ przed
cytoplazmatyczn¹ proteoliz¹ i  pó�niejsz¹ programowan¹ �mierci¹ komórki. Nasienie jest
stabilne przez  miesi¹ce, a nawet lata. Zastosowanie systemu ro�linnego pozwala równie¿
na redukcjê kosztów dystrybucji i przechowywania. W przypadku bia³ek, które s¹
wykorzystywane w przemy�le, materia³ ro�linny mo¿e byæ bezpo�rednio dodany na jednym
z etapów produkcji, co dodatkowo eliminuje koszty ekstrakcji i oczyszczania [40].

Claparos i inni [3] zaproponowali system produkcji TGazy pozyskanej z prostaty
szczura w ro�linnym systemie ekspresji. W dojrza³y zarodek ry¿u wstrzykniêto konstrukt
zawieraj¹cy gen szczurzej TGazy dzia³aj¹cy pod konstytutywnym promotorem genu
ubikwityny. Wprowadzony gen ulega³ transkrypcji i translacji. Aktywno�æ TGaz w
materiale potwierdzono przy u¿yciu metody kolorymetrycznej in vitro. Enzym
produkowany jest w nieaktywnej formie, co zabezpiecza komórki przed niekontro-
lowanym i bezcelowym tworzeniem siê koniugatów bia³kowych. TGaza naturalnie
wystêpuj¹ca w  gruczole ma formê nieaktywn¹, która zostaje uaktywniona w momencie
wydzielania dokrewnego. Ry¿ móg³by zatem staæ siê alternatywnym systemem ekspresji
rekombinowanej TGazy dla bakteryjnego Steptoverticillum mobaraensis.

6. WNIOSKI

Badania nad ro�linnymi TGazami opó�niaj¹ trudno�ci zwi¹zane z oczyszczeniem i z
sekwencjonowaniem tych enzymów. Trudno�æ stanowi tak¿e znalezienie sekwencji
homologicznej pomiêdzy TGazami pochodzenia zwierzêcego a jak¹kolwiek sekwencj¹
peptydów dostêpn¹ w ro�linnej bazie danych, nawet je�li baza ta zawiera w przypadku
niektórych gatunków w pe³ni zsekwencjonowany genom. Kilka doniesieñ potwierdza
jednak obecno�æ i aktywno�æ TGaz w komórce ro�linnej:

♦ zidentyfikowano w ekstraktach ro�linnych typowe produkty katalizy, pochodne
glutamylowe poliamin,

♦ potwierdzono, ¿e koniugacja grup aminowych wymaga jonów Ca2+ ,
♦ rozdzielone na ¿elu SDS-PAGE ro�linne preparaty bia³kowe immunolokalizowano

z pozytywnym efektem przy u¿yciu specyficznych przeciwcia³ anty-TGaz pochodzenia
zwierzêcego,
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♦ enzym ro�linny prawdopodobnie zawiera³ cysteinê w swym centrum aktywnym,
a jego aktywno�æ zale¿na by³a od DTT,

♦  rekombinowane bia³ko zawieraj¹ce Cys-His-Asp obecne w domenie katalitycznej
TGazy, pochodz¹ce z Arabidopsis thaliana L., wykazywa³o typow¹ aktywno�æ TGazy.
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