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Streszczenie: Roslinne transglutaminazy, wciaz doktadnie niesklasyfikowane, sa szeroko rozpowszech-
nione u ro$lin wyzszych i nizszych. Ich rézne izoformy zlokalizowano w réznych kompartmentach
komorki, takich jak: chloroplasty, mitochondria, cytoplazma czy $ciana komoérkowa. Przypisuje sig¢ im
udziat w procesach zwigzanych z tworzeniem sig struktur komorkowych. W chloroplastach i mitochon-
driach dodatkowo ich rola moze by¢ zwiazana ze specyficznym metabolizmem tych organelli. Transglu-
taminazy wydaja si¢ by¢ zwiazane z procesami wzrostowymi (cykl komérkowy, wzrost apikalny, wzrost
siewek) 1 rozwojowymi ro$lin, programowana $miercia komorki oraz w reakcji rosliny na czynniki
stresowe.

Stowa kluczowe: enzymy, komorka roslinna, transglutaminazy, wiazania krzyzowe bialek.

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 skrotow: Chl-TGaza — chloroplastowa transglutaminaza, PA — poliaminy, PCD — programowa-
na $mier¢ komorki, PU — putrescyna, SD — spermidyna, SM — spermina, TGaza — transglutaminaza,
Tyl-TGaza — tylakoidowa transglutaminaza.

1. WPROWADZENIE

Wiazania krzyzowe bialek, ktore pojawiaja si¢ jako modyfikacje potranslacyjne, sa
jednym z istotnych proceséw zaangazowanych w stabilizacje makromolekut. Wérdd
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najlepiej poznanych wiazan krzyzowych formowanych w procesie enzymatycznej
katalizy sa €-(y-glutamyl)lizynowe i NN—bis(y-glutamyl)aminowe. Formowanie si¢
wigzan tych dwoch typow jest katalizowane przez zalezne od Ca **-acylotransferazy
znane jako transglutaminazy (TGazy) [EC 2.3.2.1.3] [30,32].

Transglutaminazy maja wyjatkowo szeroki zakres dziatania. Jednym z gtéwnych
substratow TGaz s alifatyczne poliaminy (PA), ktore ze wzgledu na swoje wlasciwosci
fizykochemiczne moga by¢ kowalentnie wiazane do biatek w dwuetapowej reakcji
[16,30,32,35]. Trzy glowne poliaminy (putrescyna PU, spermidyna SD i spermina
SM), sa powszechnie wystepujacymi czynnikami wzrostu i rozwoju komorki zar6wno
zwierzecej, jak iroslinnej [16,27,34]. Charakteryzuje je r6zna liczba dodatnich fadunkéw
(PU 2, SD 3, SM 4) i dtugos¢ szkieletu (PU: 6.5A, SD: 11.12A, SM: 14.6A) co wplywa
na dlugo$¢ 1 wytrzymato$¢ wiazania [16]. W pierwszym etapie do reszty glutaminy w
fancuchu biatkowym jest przylaczany enzym, tworzy si¢ kompleks enzym-biatko, a z
grupy Y-karboksyamidowej reszty glutaminowej uwalniany jest amoniak. W etapie
drugim w miejsce enzymu do czasteczki biatka przyltaczona jest pierwszorzedowa grupa
aminowa (poliaminy), a enzym jest uwalniany (ryc.1) [30,32]. Rezultatem aktywnos$ci

a]
0 EI;H #

& R = + MNH,
-¢  + o g .
NH, E cI:

F
ETAP 2 MH,
#° , cﬁm SH
-C. + PA “ng + 1
SI —_— -y c
C E
C "
F NH, PA
.,
NH

F

RYCINA 1. Schemat reakcji katalizowanej przez transglutaminazy. Reakcja polega na przytaczaniu
poliamin do czasteczki biatka. Przebiega w 2 etapach. W pierwszym etapie do reszty glutaminy w
tancuchu biatkowym jest przylaczany enzym, tworzy si¢ kompleks enzym-biatko, a z grupy y-
karboksyamidowej reszty glutaminowej uwalniany jest amoniak. W etapie drugim w miejsce enzymu
do czasteczki biatka przylaczona jest pierwszorzgdowa grupa aminowa (poliaminy), a enzym jest
uwalniany (na podstawie [32], zmodyfikowane): E— enzym, PA —poliaminy, G — glutamina, C —wegiel



ROSLINNE TRANSGLUTAMINAZY 465

transglutaminaz w komorce przy wspotudziale PA jest zmiana tadunku biatka, a takze
zmiana jego konformacji poprzez tworzenie potaczen krzyzowych w obrebie tego samego
biatka (reakcja opisana powyzej) badz pomiedzy réznymi biatkami, czego konsekwencja
moze by¢ formowanie si¢ koniugatoéw biatkowych o wysokiej masie czasteczkowej
(ryc. 2) [23,30,32].

BIALKO-GIn-NH-(CH,),-NH,*
N-mono (y -glutamyl)-putrescyny

BIALKO-GIn-NH-(CH,) -NH,"-(CH,) -NH,*
N'-mono (y-glutamyl)-spermidyny

BIALKO-GIn-NH-(CH,) -NH,*-(CH,) -NH.*
No-mono (y-glutamyl)-spermidyny

BIALKO-GIn-NH-(CH,) -NH,*-(CH,) -NH,*-(CH,) -NH*
N!/N-mono (y-glutamyl)-sperminy

BIALKO-GIn-NH-(CH,) -NH-GIn-BIALKO
N-bis (y -glutamyl)-putrescyny

BIALKO-GIn-NH-(CH,) -NH,*-(CH,) -NH-GIn-BIALKO
N, N8-bis (y-glutamyl)-spermidyny

BIALKO-GIn-NH-(CH,) -NH,*-(CH,) -NH,*-(CH,) ,-NH-GIn-BIALKO
N!, N2-bis (Y-glutamyl)-sperminy

RYCINA 2. Putrescyna, spermidyna i spermina moga by¢ acylowymi akceptorami (substratami) w
reakcji katalizowanej przez transglutaminazy. Reakcja z pierwszorzedowa grupa aminowa poliaminy
daje mono-(y-glutamylowe) pochodne. Kolejno w reakcje wchodzi drugorzgdowa grupa aminowa i
powstaja bis-(y-glutamylowe) pochodne. W odréznieniu od putrescyny i sperminy, spermidyna jest
asymetryczna molekuta . Spermidyna tworzy dwie konformacyjnie r6zne mono-(y-glutamylowe) pochodne
(na podstawie [30], zmodyfikowane).
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2. BIOCHEMIA ROSLINNYCH TRANSGLUTAMINAZ

2.1 Charakterystyka pierwszej roslinnej transglutaminazy

Kilku oczyszczonym roslinnym biatkom moze by¢ przypisana funkcja TGazy. Obecnie
jednak tozsamos¢ tych bialek jest niepoznana. Dodatkowo, nie znaleziono zadnej sekwencji
w bazie dla rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana), kukurydzy (Zea mays), ryzu (Oryza
sativa L) czy ziemniaka (Solanum tuberosus), zblizonej do sekwencji zwierzecej TGazy.
To utrudnia czy nawet wyklucza mozliwos¢ zidentyfikowania roslinnej TGazy poprzez
porownane jej sekwencji z sekwencja dobrze poznanej zwierzecej TGazy [35].

W latach dziewigcdziesiatych poza czg§ciowo oczyszczonym biatkiem o masie 39
kDA pochodzacym z chloroplastow [12] tylko Kang i inni [20] wyizolowali biatko o
masie 80kDa z lisci soi, do tej pory zreszta niezsekwencjonowane, ktore charak-
teryzowalo sig, aktywnos$cia TGazy.

Niedawno wykazano u Arabidopsis thaliana obecno$¢ genu AtPnglp, ktorego
sekwencja zblizona byta do N-glikanazy. AtPnglp zawiera cysteing, histydyne,
asparaging (Cys-His-Asp) sekwencje aminokwasdw charakterystyczna dla katalitycznej
domeny TGazy. W genomie Arabidopsis thaliana, tylko AtPnglp ma centrum
katalityczne o tej sekwencji. Glikanazy sa enzymami zaangazowanymi w degradacj¢
biatek, ktore nie osiagnely swojej finalnej struktury. Jako amidazy, glikanazy maja
reszte cysteiny, ktora jest nukleofilng reszta niezbedna do aktywnosci enzymu [35].

AtPnglp jest pojedynczym genem, ktdry ulega ekspresji na bardzo niskim poziomie,
aczkolwiek wystepuje powszechnie w komadrce. W reakcji RT-PCR okreslono poziom
mRNA dla opisywanego genu. W catlej roslinie, w roznych jej organach, w ré6znych
stadiach rozwoju, dla roznych przebadanych w pracy warunkow $wietlnych poziom
mRNA byt zblizony [11]. Aby wykaza¢, czy AtPnglp rzeczywiscie koduje TGazg, jego
sekwencja kodujaca zostata wklonowana do Escherichia coli. Rekombinowane biatko
byto nastegpnie oczyszczone przy uzyciu chromatografii powinowactwa na kolumnach
niklowych. Biatko o masie 86 kDA zostato zlokalizowane przy uzyciu trzech przeciwciat
anty-TGazowych pochodzenia zwierzgcego. Dodatkowo, analiza Western blot przy uzyciu
przeciwcial skierowanych przeciwko rekombinowanemu biatku 4¢PngIp wykazata jego
obecnos¢ we frakcji mikrosomalnej Arabidopsis thaliana. Inne biatka o nizszej masie
czasteczkowej wykryto wykorzystujac to samo przeciwciato do identyfikacji biatek
cytozolowych [11]. Nasunelo si¢ pytanie, czy dodatkowe jednostki biatkowe wykryte
metoda Western blot moga by¢ wynikiem proteolitycznej degradacji biatka AtPnglip,
ktéra ma miejsce w przypadku ekspresji TGazy pochodzenia zwierzgcego [16,25].
Rekombinowane biatko, TGaza z Arabidopsis thaliana, wlaczato poliaminy (sperming,
spermidyng, putrescyng oraz biotyno-kadaweryng) do dimetylokazeiny tylko w obecnosci
wapnia. Dodatkowo, analiza y-glutamylowych pochodnych potwierdzita, Zze produkt genu
AtPnglp ma aktywno$¢ Ca**-zaleznej TGazy [11].

Jest to pierwsze biatko roslinne, wyizolowane i scharakteryzowane na poziomie
molekularnym, ktére ma wtasciwosci zblizone do enzymu zwierzgcego. Zatem mozna
wysnu¢ hipotezg, ze oczyszczone biatko AtPnglp, aczkolwiek rdzniace si¢ swoja
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sekwencja od TGaz zwierzgcych, poza sekwencja aminokwaséw w miejscu
katalitycznym jest TGaza roslinna z r6zna historia filogenetyczna [11,35].

2.2.Wplyw wapnia, magnezu i grup tiolowych na aktywnos¢ enzymatyczna
transglutaminaz

Wydaje sig, ze wewnatrzkomorkowa pula wapnia moze mie¢ istotny wptyw na
aktywnos$¢ TGazy, czego konsekwencja jest wlaczanie PA do biatek. Wiazanie si¢ PA
do biatek obserwowano przy 20 nM stezeniu Ca?* w komorce roslinnej [24]. Wcezesniej
obserwowano, ze mikromolarne st¢zenie wapnia w komdrce hamuje wigzanie si¢ PA
do biatek [9,29]. W tych warunkach, roslinne TGazy moga bra¢ udziat w formowaniu
sig wiazan typu €-(y-glutamyl)lizynowych izopeptydow [24]. Lilley i inni [24] wykazali
udziat TGaz w tworzeniu si¢ wigzan izopeptydowych w komorce roslinnej. Tego typu
wiazania beda pojawiac sig zatem w Srodowisku, w ktérym wystepuje wyzsze stezenie
jonow Ca? np. w komorkach $ciany badz gdy zmagazynowany w komoérce Ca®* zostanie
uwolniony np. w wyniku §mierci komorki.

Wstepne wyniki badan sugeruja [33], ze rowniez jony Mg* moga by¢ istotnym
elementem regulujacym aktywnos$¢ glownie chloroplastowej formy TGazy i wplywaja
na proces tworzenia wigzan krzyzowych hamujaco.

Uzycie inhibitoréw blokujacych tworzenie si¢ mostkow dwusiarczkowych podkresla
znaczenie grup tiolowych dla aktywnosci chloroplastowych i zlokalizowanych w $cianie
komorkowej TGaz [19]. Dithiothreitol — czynnik redukujacy stymulowat aktywnos$é
enzymu w lisciach soi [19,20].

Podanie inhibitorow proteaz w czasie inkubacji chloroplastow ze znakowana SD
powodowato stabsze wiazanie si¢ tej poliaminy do biatek. Proby bez inhibitorow
charakteryzowaty si¢ jednak lepiej zachowanymi biatkami i chlorofilem [19]. Autorzy
sugeruja, ze

a) czeSciowa proteoliza substratu, jakim jest kompleks LHCII, moze odstaniac¢
miejsca dla wigzania si¢ produktu lub

b) by¢ moze subtelna proteoliza aktywuje chloroplastowa TGaze (Chl-TGazg) albo

¢) inhibitory proteaz inaktywuja tiolowe grupy cysteiny zlokalizowane w centrum
aktywnym enzymu.

2.3. Wrazliwos¢ na Swiatlo

W ostatnich latach pojawity si¢ pierwsze doniesienia, iz ro§linne transglutaminazy sa
enzymami, ktoérych aktywno$¢ jest zalezna od $wiatla. Zalezno$¢ t¢ zaobserwowano
glownie w zielonych lisciach, $cislej w calych chloroplastach i w ich subfrakcjach (stroma,
tylakoidy) [5,9,15]. U zwierzat, u ktorych funkcja i mechanizm reakcji TGaz jest lepiej
poznany, nie zauwazono, aby aktywno$¢ enzymu byta regulowana $wiattem [16].

W réznicujacych si¢ chloroplastach, $wiatlo stymuluje jednocze$nie wzrost poziomu
TGazy 1 pojawianie si¢ produktow reakcji, ktora ten enzym katalizuje. Hipotezg te
wspieraja doswiadczenia prowadzone in vitro na etiolowanych tkankach bulwy
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Helianthus tuberosus L. Swiatto zwiekszato poziom TGazy w komérce, ktora
analizowano wykorzystujac przeciwciato z prostaty szczura, wykrywajace biatko o
masie 58 kDa [9]. W warunkach in vivo, Swiatto wptywato na zwigkszona ekspresje
niektérych substratéw TGaz m.in. gendw alfa i beta tubulin oraz kilku plastydowych
biatek, takich jak Rubisco czy biatek kompleksow (LHCI, LHCII) i innych, co
sugerowato udzial tego enzymu w procesie ontogenezy plastydu [9].

Postulowano rowniez, ze nowa forma enzymu, charakterystyczna dla lisci, pojawia
sig, kiedy etiolowane tkanki poddane sa dziataniu $wiatta. Efekt ten badano w hodowli
in vitro eksplantéw (parenchyma bulwy Helianthus tuberosus L.) pierwotnie nie
fotosyntezujacych, pozbawionych zielonych plastydéw i wyksztatconego systemu bton
tylakoidowych. Eksplanty poddawano dziataniu hormondw, ktore stymulowaty lub
hamowaly réznicowanie si¢ chloroplastow pod wptywem swiatta [5].

W toku innych badan, przeprowadzanych na kukurydzy, w reakcji ze znakowana
PU zaréwno oczyszczona frakcja tylakoidow, jak i LHCII byty bogate w mono- jak i
bis-glutamyl-PU. Pochodne glutamylowe pojawiaty si¢ w wymienionych uktadach na
swietle. W ciemnosci mozna byto wykry¢ jedynie sladowe ilosci tych zwiazkéw [12].
Wyniki te pozwalaja spekulowac, ze aktywnos$¢ plastydowych TGaz regulowana jest
przez $wiatto. Jak donosi Della Mea i inni [12], znane, zalezne od $wiatla zmiany
strukturalne LHCII powoduja dwie charakterystyczne reszty glutaminy, a odlegto$¢, o
jaka sa oddalone, jest zblizona do molekularnego rozmiaru SM, ktora moze formowac
bis-glutamyl-SM-owe mostki.

Wspomniane reszty glutamylu, ktére moga wchodzi¢ w reakcje z PA, in vivo sa
zlokalizowane w petli utworzonej ze §wiatla gran, gdzie pH jest nizsze niz to, w ktorym
przebiega proces fotosyntezy i to, ktore jest optymalne dla aktywnosci enzymatycznej TGazy
[9]. Testowanie TGaz pochodzenia zwierzgcego w materiale roslinnym sugeruje, ze nie
wszystkie reszty glutamylu LHCII sa dostepne dla tych enzymow. TGazy pochodzace
zaré6wno z erytrocytoéw, jak i watroby §winki morskiej sa gléwnie enzymami
cytoplazmatycznymi, a ich hydrofilno$¢ utrudnia im funkcjonowanie w hydrofobowym
srodowisku LHCII. Kataliza przy uzyciu tych enzyméw prowadzi jedynie do otrzymania
mono-pochodnych [12]. Dla kontrastu tylakoidowa transglutaminaza (Tyl-TGaza) katalizuje
znaczng ilo$¢ bis-pochodnych, ktore mozna zaobserwowac we frakcji izolowanych
chloroplastow. Tylakoidowy enzym z powodu swojego matego rozmiaru i specyficznosci
dziatania moze pelnic rolg strukturalna i mie¢ swoj udzial w stabilizacji kompleksu LHCII.
Della Mea i inni [12] sugeruja, ze Tyl-TGaza jest zlokalizowana blisko LHCII badz jest z
nim zwigzana. LHCII ma miejsce wiazania Ca*" o wysokim powinowactwie (wapn jest
wykorzystywany w procesie formowania si¢ gran) i miejsce wigzania Ca’>* o nizszym
powinowactwie, by¢ moze miejsce to jest istotne dla Ca**-zaleznej katalizy przeprowadzane;j
przez Tyl-TGazg. Podobienstwa zaobserwowane u ro$lin jedno- 1 dwulisciennych wskazuja
na to, ze tylakoidowa forma tego enzymu jest czesciowo zalezna od Swiatta. Ponadto
modulowana $wiattem zmiana konformacji LHCII moze wplywac na aktywno$¢ enzymu
[12,15].
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3.FUNKCJE ROSLINNYCH TRANSGLUTAMINAZ

Réznice, ktore obserwujemy w charakterystyce TGaz w rédznych organach tej samej
rosliny, moga wynika¢ z faktu, iz by¢ moze wigcej niz jeden enzym czy rézne formy
tego samego enzymu sa obecne w jednym organizmie [30,32]. U roélin TGazy
prawdopodobnie pehia rolg, jaka przypisuje sig im w komorkach zwierzgcych. Jednak
ich lokalizacja w konkretnych przedziatach komoérkowych i rézne substraty, ktore
wykorzystywane sa w reakcji enzymatycznej, moga sugerowaé, ze roslinne TGazy
spetiaja dodatkowe funkcje w komorce roslinnej, nieznane u zwierzat [10, 30,32]. W
tabeli ujeto lokalizacje enzymu w obrebie komorki roslinnej i przedstawiono biologiczna
funkcje, jaka petnia w niej TGazy. Wystepowanie enzymu u roslin zasugerowano wskutek

TABELA. Lokalizacja transglutaminaz i ich udziat w procesach morfologicznych
i fizjologicznych rosliny (na podstawie [10], zmieniono)

FUNKCJA ORGANIZM ORGAN, TKANKA, LITE-
BIOLOGICZNA ORGANELLA RATURA
Podzialy komorkowe Helianthus tuberosus parenchyma, [30]

merystem wierzchotkowy | [29]
Dunaliella salina cale komorki [13,14]
Wazrost apikalny Malus domestica pylek [8]
Candida albicans grzybnia [28]
Rozw¢j/Rozmnicowanie Helianthus tuberosus kallus [5]
Zea mays Jw. [1]
Vicia faba liscie/korzenie
Hordeum vulgare jw.
Pisum sativum Jw. [24]
Arabidopsis thaliana wzrost [11]
Physarium sp. $ciana komorkowa [21]
Chlamydomonas reinthardtii | k. wegetatywne, zygota | [36]
Fotosynteza/Fotoprotekcja Beta vulgaris liscie [33]
Medicago sativa paczki kwiatow [26]
Helianthus tuberosus chloroplasty/liscie [6,7,9]
Glycine max liscie/siewki [19]
Helianthus tuberosus stroma/tylakoidy [15.]
Dunaliella salina chloroplasty [13,14]
Zea mays chloroplasty, grana [37]
jw. kompleks LHCII [12]
Odpowiedz na stres Dunaliella salina komorki [13]
Magazynowanie bialek Glycine max liScienie [21]
Programowana §mier¢ Nicotiana tabacum platki kwiatow [31]
komorki Solanum tuberosum mitochondria
Phaseolus aureus Jw. [38]
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wykrycia PA zwiazanych z biatkami. Bezposrednim dowodem na to, ze TGaza jest
odpowiedzialna za tego typu koniugacjg, byta izolacja czasteczek glutamyl-PA [5].

TGazy roslinne po raz pierwszy zidentyfikowano w dzielacych si¢ komorkach, takich
jak etiolowany merystem wierzchotkowy, czy podczas analizy cyklu komoérkowego
[29, 30]. Podczas synchronicznego cyklu komorkowego w komorkach parenchymy
Helianthus tuberosus L., zaobserwowano niska aktywno$¢ TGazy we wczesnej fazie
G1 cyklu, ktora wzrastata podczas fazy S [30]. Roéwnolegle zaobserwowano wlaczanie
PA do biatek o wysokiej masie czasteczkowej (58 kD 190 kDa) [9].

Lilley i inni [24] opisali aktywno$¢ TGaz w korzeniach i tkankach lodyg roslin
dwuli$ciennych (groch, bob) oraz jednolisciennych (pszenica, jeczmien). U wszystkich
tych gatunkow aktywno$¢ tego enzymu byta wyzsza w korzeniach anizeli w lisciach.
Zaobserwowano réwniez zwiazek pomigdzy aktywnoscia enzymu a wiekiem tkanki
roslinnej. W korzeniach aktywnos$¢ TGazy wzrastata w okresie wczesnego stadium
rozwoju, natomiast w li§ciach, zar6wno rozwijajacych si¢ jak i dojrzatych, utrzymywata
si¢ na tym samym poziome. TGazy ,,pracujace” w korzeniu, jak i w lisciu byty enzymami
zaleznymi od jonoéw Ca?", a stezenie wapnia wptywalo na wydajnos¢ reakcji.

3.1. Udziat TGaz w tworzeniu struktur komérkowych

3.1.1. Cytoplazma

TGaza w cytoplazmie bierze udzial w tworzeniu jej struktury. Przy wzroscie
aktywnosci TGazy zaobserwowano gwattowna reorganizacje cytoszkieletuu tworzacej
si¢ tagiewki pytkowej [8]. Po inkubacji pytku ze znakowana PU na autoradiogramie
pojawity si¢ dwa biatka o masie 43 1 55 kDa. Bialka te zidentyfikowano przy uzyciu
przeciwciat dla anty-aktyny i anty-tubuliny. Dodatkowo zaobserwowa¢ mozna byto
agregaty o wyzszej masie czasteczkowej.

3.1.2. Sciana komorkowa

W $cianie komorkowej funkcjg strukturalna, jaka moze pemi¢ TGaza, mozna okresli¢
na podstawie doswiadczen wykonanych na glonach Chlamydomonas reinhardtii [32,36].
TGazy wptywaja na prawidtowa strukture wchodzacych w sktad $ciany glikoprotein.
Podczas cyklu komérkowego glon wyksztalca dwie rozniace sig sktadem $ciany. Sciana
tzw. ,,wegetatywna”, w ktorej tworzeniu bierze udziat TGaza, otacza komorki zard6wno
wegetatywne, jak 1 generatywne i jest bogata w glikoproteiny rozpuszczalne w
alkalicznym srodowisku. Chlamydomonus reinhardtii wydziela poza protoplast TGaz¢
o masie 72 kDa. Wzbogacenie $ciany w glikoproteiny poprzedza wysoka aktywnos¢
enzymu. Zaobserwowano trojstopniowy proces: wzrost aktywnosci TGazy, poprze-
dzajacy syntezeg glikoprotein i formowanie si¢ ,,delikatnej struktury”, ktéra organizuje
si¢ stopniowo w samotworzaca si¢ ,,konstrukcje” Sciany oraz oksydacyjna reakcje, w
ktorej wyniku tworzona jest finalna struktura Sciany typu ,,wegetatywnego” [36].
Podawanie kadaweryny, SM, SD i PU w wysokim ste¢zeniu do roztworu wplywato na
zaburzenia w strukturze $ciany. W $cianie komorkowej PA wiaza si¢ do nieziden-
tyfikowanych i zidentyfikowanych jako rozpuszczalne w Srodowisku alkalicznym
glikoproteiny GP2 i GP3.



ROSLINNE TRANSGLUTAMINAZY 471

3.1.3. Chloroplasty

Obecnos¢ transglutaminaz stwierdzono w chloroplastach kapusty pekinskiej
(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 (4rabidopsis thaliana), ziemniaka (Solanum tuberosum) i
pomidora (Lycopersicum esculentum) wykryto transglutaminazy o masie czasteczkowe;j
ok. 58 kDa [1,30,].

Wzrost poziomu transglutaminaz w trakcie réznicowania si¢ chloroplastow oraz
ich lokalizacja w tylakoidach gran (biatka antenowe LHCII) sugeruja, ze TGazy moga
wspotuczestniczy¢ w procesie formowania sig¢ gran przez wigzanie PA do bialek
antenowych [12,37].

Zidentyfikowano niektore substraty chloroplastowych transglutaminaz. W izolowa-
nych chloroplastach Helianthus tuberosus znakowanych [*C]PU i ['*C]SD w warunkach
aktywnosci TGazy wiazaty si¢ do biatek antenowych kompleksu chlorofil a/b-biatko
zbierajacego energi¢ $wietlna (LHCII) oraz do biatek kompleksow chlorofilowo-
biatkowych przekazujacych energie wzbudzenia: CP24, CP26, CP29 [6,9].

Innym substratem TGazy w chloroplastach Medicago sativa i Helianthus tuberosus
byta wigksza podjednostka Rubisco. Wydaje sig, ze asocjacja podjednostek Rubisco
moze odbywac si¢ przy udziale poliamin [6, 15,26]. Egzogenne dodanie poliamin (SD,
SM) lub inhibitoréw syntezy putrescyny (difluorometyloargininy) do poddanych stresowi
osmotycznemu lisci owsa hamowato degradacje biatek i utrat¢ chlorofilu oraz
stabilizowato biatka tylakoidow D1, D2, cyt fi duza podjednostke 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 wykazata, Zze wiazanie PA do biatek plastydowych
przez TGazy ma miejsce w obydwoch kompartmentach chloroplastu — we frakcji
tylakoidowej przez TGazy o masach 24 kDa i 58 kDA, a w stromie przez TGazg o
masie 150 kDa [15]. Ponadto synergizm pomigdzy aktywnos$cia enzymu w stromie i
tylakoidach obserwowany w czasie do§wiadczenia byl wyraznie zalezny od swiatta.

TGaza, ktorej charakterystyka jest zblizona do tej zidentyfikowanej u Helianthus
tuberosus [15], zostata zlokalizowana w chloroplastach Zea mays L. [1,12].
Chloroplastowa TGaza kukurydzy preferowata wiazanie si¢ SD do biatek plastydowych
i tworzenie sig bis-pochodnych glutamylu [ 12]. Swiatto stymulowato aktywno$é enzymu.
Izolacja kompleksu PSII (LHCII) iinkubacja wyizolowanej frakcji ze znakowanymi
PU, SD i SM potwierdzity udziat SD w potranslacyjnej modyfikacji biatek kompleksu.
Frakcja LHCII czg$ciowo oczyszczona w gradiencie sacharozy, dodatkowo charakte-
ryzowatla sig, poza biatkami o masie 24 kDa i 58 kDa, biatkiem o masie 39 kDa,
rozpoznawanym przez przeciwciata anty-TG. Dwie metody oznaczania aktywnoSci
TGazy — kolorymetryczna i przy uzyciu radioaktywnych poliamin — potwierdzity, ze
tylakoidowy enzym jest Ca**-zalezny [12].

Na rycinie 3 przedstawiono udzial réznych transglutaminaz w poszczeg6lnych
subfrakcjach chloroplastow, gdzie katalityczna funkcja TGazy jest $cisle zalezna od
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RYCINA 3. Schemat udziatu transglutaminaz (TGaz), w poszczegdlnych kompartmentach chloroplastow.
Substratem TGazy stromy, formy enzymu niewymagajacej dla swojej aktywnosci $wiatla jest glownie
Rubisco. Substratem dla zaleznych od $wiatta TGaz tylakoidowych sa m.in. kompleksy chlorofil a/b-
biatko stanowiace gtéwna anteng fotosystemu I i II (LHCI i LHCII). Wiaczanie poliamin w struktury
biatkowe chloroplastow przy udziale TGaz ma pozytywny wptyw na proces fotosyntezy i fotoochrong,
co warunkuje prawidtowy wzrost i rozwdj komorki (na podstawie [10], zmodyfikowane)

wapnia i prawdopodobnie wptywa na proces fotosyntezy i/lub fotoochrong, co ma
pozytywny wptyw na wzrost i rozwdj rosliny [10].

4. TGAZY W PROGRAMOWANEJ SMIERCI KOMORKI (PCD)

Badania nad procesem starzenia sg istotne z uwagi na ich podstawowy i aplikacyjny
charakter. Swiezo zerwane liscie salaty, ktore spozywamy czy $wiezo Scigte kwiaty maja
bardzo krétki okres przechowywania. Dlatego badania nad zabezpieczeniem komorki
przed przyspieszonym starzeniem si¢ gldownym przedmiotem badan aplikacyjnych [39].
Chloroplasty sa pierwszymi organellami, ktore ulegaja degradacji w postgpujacym procesie
starzenia. Bardzo szybko staja si¢ nicaktywne, a biatka fotosytemow poddane sa proteolizie.
Degradacji ulega tez zwiazany z nimi chlorofil [2].
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W starzejacych sig platkach kwiatow, obok takich zjawisk, jak rozpad jadra komérkowego,
fragmentacja DNA, modyfikacje w strukturze $ciany komorkowej, spadek stezenia biatka w
komorce, obnizenie si¢ zawartosci wody 1 pigmentéw, zmniejszenie integralnosci bton,
zaobserwowano wzrost w aktywnosci TGazy, postrzegany jako wzrost poziomu pochodnych
glutamyl-PA oraz wzrost ilosci modyfikowanych bialek [31]. By¢ moze w PCD zaangazowana
jest jedna z form TGazy o masie 58 kDa, ktora zlokalizowano przy pomocy metod
immunologicznych. Zaobserwowano, ze w procesie starzenia ptatkow kwiatow, po egzogennym
podaniu SM, mimo Ze nastapita fragmentacja DNA i uszkodzenia wakuoli, Zywotnos¢
chloroplastow zostata zauwazalnie przedtuzona. Zahamowanie procesu degradacji chloroplastow
moze by¢ zwiazane z kowalentnym wigzaniem si¢ SM do substratow TGaz zlokalizowanych w
r6znych kompartmentach komorki, nie tylko w chloroplastach [31].

PA znane sg jako czynnik anty-starzeniowy w lisciach: op6zniaja ten proces poprzez
tymczasowe zabezpieczenie blon przed rozpadem, opdzniaja degradacje kwasow
nukleinowych i bialek wchodzacych w sktad fotosystemow [2,23,27].

Votyakova i inni [38] badali wtaczanie si¢ PA do bialek roslinnych mitochondriow.
Organelle izolowano z ziemniakoéw (Solanum tuberosus L.) 1 fasoli (Phaseolus aureus
Roxb.). Aktywnos¢ TGaz wykazano poprzez oznaczenie przy uzyciu radioaktywnych
poliamin ich glutamylowych pochodnych. Aktywno$¢ enzymu byla zalezna od
temperatury (brak wilaczania przy 0°C). Aktywnos$¢ TGazy we frakcji matriks
mitochondrialnej nie wzrastala proporcjonalnie do czasu, podczas gdy we frakcji bton
obserwowano znaczny wzrost radioaktywnos$ci w czasie inkubacji. Zatrzymanie reakcji
na réznych etapach wtaczania si¢ radioaktywnych PA pokazato, ze spojnos¢ struktury
bton jest nierozerwalnie zwiazana z wlaczaniem sig¢ PA w te struktury podczas translacji
badz w wyniku modyfikacji potranslacyjnej. Jedno z biatek, ktore ulegto modyfikacji,
zidentyfikowano jako biatko btonowe charakteryzujace si¢ sekwencja zblizona do
katalazy (katalaza jest rozpuszczalnym biatkiem matriks mitochondrialnego). To
spostrzezenie pozwolito autorom na wysunigcie hipotezy, ze poliaminy wiazane do
biatek prawdopodobnie poprzez TGazy moga mie¢ swoj udzial w oksydatywnym
metabolizmie w czasie apoptozy.

5. ASPEKT BIOTECHNOLOGICZNY

Wykorzystanie TGaz z uwagi na ich udziat w tworzeniu ,,sieci” potaczen biatkowych i
powstawanie tzw. supramolekut moze mie¢ znaczenie aplikacyjne. Powszechnie stosuje si¢
TGazy w przemysle spozywczym. Dodawane sa do migs, ryb, chleba i przetworow mlecznych
w celu ulepszenia ich jako$ci poprzez uzyskanie odpowiedniej konsystencji produktu [ 16].

To szerokie zastosowanie TGaz wptyneto na opracowanie niedrogiego, wydajnego
i bezpiecznego zrodta do produkcji rekombinowanych biatek. Bakteria Steptoverticillum
mobaraensis [4,17,18,22] jest obecnie glownym systemem ekspresji, produkujacym
rekombinowane biatko TGazy. Aczkolwiek bialka produkowane w kulturach
bakteryjnych nie sa poddawane glikozylacji (brak glikozylacji, moze prowadzi¢ enzym
do utraty stabilno$ci badz utraty funkcji biologicznej). Z duzo mniejsza wydajnoscia
niz u eukariotow tworzone tez sa mostki dwusiarczkowe, co moze wptywaé na wadliwe
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faldowanie si¢ biatka badz stracanie w formie cial inkluzyjnych. Niektore z tych
problemoéw, gtownie zwiazane z modyfikacja potranslacyjna bialek, moga by¢
rozwigzane poprzez uzycie drozdzowego systemu ekspresji [40]. Jednak mechanizm
glikozylacji u drozdzy i1 u eukariotow jest rozny.

Wigkszo$¢ ludzkich biatek produkuje si¢ w liniach komérkowych ssakow. Ma to
duze znaczenie dla zachowania prawidlowego przebiegu posttranslacyjnych
modyfikacji. Jednak koszty, jakie wiaza si¢ z zatlozeniem i utrzymaniem takich sterylnych
linii, sa czynnikiem ograniczajacym [16,40].

Roslinny system ekspresji jest znacznie tanszy, bezpieczniejszy, wydajny i wygodny.
Rosliny wyzsze sa atrakcyjnym gospodarzem do ekspresji bialek wykorzystywanych w
produkcji farmaceutykow, pasz dla zwierzat, w przemysle spozywczym, przy diagnostyce
medycznej i terapii. Rekombinowane biatka moga by¢ deponowane w nasionach,
przechowywane w ciatach biatkowych endospermy, gdzie chronione sa przed
cytoplazmatyczna proteoliza i pozniejsza programowana Smiercia komorki. Nasienie jest
stabilne przez miesiace, a nawet lata. Zastosowanie systemu roslinnego pozwala réwniez
na redukcj¢ kosztow dystrybucji i przechowywania. W przypadku biatek, ktore sa
wykorzystywane w przemysle, materiat ro§linny moze by¢ bezposrednio dodany na jednym
z etapow produkcji, co dodatkowo eliminuje koszty ekstrakcji i oczyszczania [40].

Claparos 1 inni [3] zaproponowali system produkcji TGazy pozyskanej z prostaty
szczura w roslinnym systemie ekspresji. W dojrzaty zarodek ryzu wstrzyknigto konstrukt
zawierajacy gen szczurzej TGazy dziatajacy pod konstytutywnym promotorem genu
ubikwityny. Wprowadzony gen ulegal transkrypcji i translacji. Aktywnos¢ TGaz w
materiale potwierdzono przy uzyciu metody kolorymetrycznej in vitro. Enzym
produkowany jest w nieaktywnej formie, co zabezpiecza komorki przed niekontro-
lowanym i bezcelowym tworzeniem si¢ koniugatow biatkowych. TGaza naturalnie
wystepujacaw gruczole ma forme nieaktywna, ktora zostaje uaktywniona w momencie
wydzielania dokrewnego. Ryz mogltby zatem sta¢ si¢ alternatywnym systemem ekspresji
rekombinowanej TGazy dla bakteryjnego Steptoverticillum mobaraensis.

6. WNIOSKI

Badania nad roslinnymi TGazami opdzniaja trudno$ci zwiazane z oczyszczeniem i z
sekwencjonowaniem tych enzymoéw. Trudnos¢ stanowi takze znalezienie sekwencji
homologicznej pomigdzy TGazami pochodzenia zwierzgcego a jakakolwiek sekwencja
peptydow dostepna w roslinnej bazie danych, nawet jesli baza ta zawiera w przypadku
niektorych gatunkow w pelni zsekwencjonowany genom. Kilka doniesien potwierdza
jednak obecnos¢ i aktywnos¢ TGaz w komorce roslinne;j:

¢ zidentyfikowano w ekstraktach roslinnych typowe produkty katalizy, pochodne
glutamylowe poliamin,

4 potwierdzono, ze koniugacja grup aminowych wymaga jonéw Ca?*,

¢ rozdzielone na zelu SDS-PAGE roélinne preparaty biatkowe immunolokalizowano
z pozytywnym efektem przy uzyciu specyficznych przeciwciat anty-TGaz pochodzenia
ZWIerzecego,
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4 enzymro$linny prawdopodobnie zawieral cysteing w swym centrum aktywnym,
a jego aktywnosc¢ zalezna byta od DTT,

¢ rekombinowane biatko zawierajace Cys-His-Asp obecne w domenie katalitycznej
TGazy, pochodzace z Arabidopsis thaliana L., wykazywato typowa aktywnos¢ TGazy.
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