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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Transglutaminaza 2 jest enzymem katalizujacym procesy transacylacji i dezaminacji biatek.
Przeniesienie reszty acylowej glutaminy na grupe aminowa lizyny biatka akceptorowego jest
jedna z kowalencyjnych posttranslacyjnych modyfikacji bialek regulujacych aktywnos¢ pew-
nych polipeptydéw. Oligomeryzacja biatek kontrolowana przez TG2 jest przyczyna powstawa-
nia nierozpuszczalnych w detergentach wielkoczasteczkowych agregatéw. Inkluzje te sa obecne
w komérkach ulegajacych degeneracji np. choroba Parkinsona czy Alzheimera. Wysoka ekspre-
sja TG2 jest notowana w komodrkach apoptotycznych. Biatka zapasowe nasion zbdz sa bogate
w glutaming — aminokwas bedacy substratem TG2. Deaminacja glutaminy jest najwazniejsza re-
akcja inicjacji procesu zapalnego podczas glutenozaleznej enteropatii (celiakii). Produkty zbozo-
we zawierajace gluten sg przyczyna wystgpowania odczynu zapalnego u dzieci z predyspozycja
do celiakii. Oddziatywanie kwasu glutaminowego — produktu aktywnosci TG-azy, z antygena-
mi giéwnego kompleksu zgodnosci tkankowej klasy II (MHC II) wywotuje odpowiedZ autoim-
munologiczng z udzialem limfocytéw T CD4*. Poznanie charakterystyki kinetycznej i moleku-
larnej transglutaminazy 2, przyczynito si¢ do znalezienia peptydu, ktéry zastgpuje gliadyne i nie
wywotuje odpowiedzi immunologiczne;.

transglutaminaza ° choroby autoimmunologiczne ° celiakia * proces zapalny * apoptoza

Summary

Transglutaminase 2 (TG-ase 2) is one of the enzymes which catalyzes the deamination and trans-
acylation of proteins. The transfer of a glutamine acyl residue to a lysine amine group of the ac-
ceptor protein is one of the posttranslational covalent modifications regulating some polypeptide
activities.The control of protein oligomerization by TG-ase 2 is a cause of the formation of de-
tergent-insoluble macromolecular aggregates. These inclusions are present in degenerating cells
during, for example, Alzheimer’s and Parkinson’s disease. Overexpression of TG-ase 2 has been
noted in apoptotic cells. Protein reserves in cereals are rich in glutamine, a substrate of TG-ase
2. Deamination of glutamine is the most important reaction for the initiation of the inflammatory
process during gluten-dependent disease of the gut (celiac disease). Grains that contain gliadin
are a cause of inflammatory reaction in children with intolerance to glutene. Interactions of the
TG-ase product-glutamate with antigens of the major histocompatibility complex type II (MHC
II, or HLA DQ) cause autoimmunological reaction by CD4* T lymphocytes. Knowledge of the
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kinetic and molecular character of TG-ase 2 has contributed to finding peptides to replace glia-
din. These molecules do not evoke immunological events.
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Wykaz skrotow:

CAG - kodon glutaminy; COX - cyklooksygenaza; HLA - antygen leukocytéw cztowieka (human leukocyte

antigen); IFN-y - gamma interferon; IL - interleukina; KVLD - lizyna-walina-leucyna - kwas asparaginowy;
LOX - lipooksygenaza; MHC - gtéwny kompleks zgodnosci tkankowej (major histocompatibility complex);
PLA - fosfolipaza A; PLC - fosfolipaza C; TG - transglutaminaza (transglutaminase); tTG - transglutaminaza

tkankowa; TGF-3 - czynnik wzrostu guza

1. Wstep

Transglutaminaza 2 (EC 2.3.2.13) — TG 2, zwana tez trans-
glutaminaza tkankowa (tTG) nalezy do licznej rodziny en-
zyméw katalizujacych procesy transacylacji i dezamina-
¢ji réznych substratéw. Do rodziny tej naleza: TG1, TG2,
TG3, TGS, TG6, TG7, a takze czynnik krzepnigcia krwi
XIII A oraz transglutaminaza gruczotu krokowego [45].
Pierwsze cztery izoformy tego biatka ulegaja ekspresji pod-
czas koncowych etapéw réznicowania komoérek nabtonka
oraz w trakcie apoptozy keratynocytéw [45]. Niezaleznie od
tego aktywna funkcjonalnie TG2 jest obecna we wszystkich
tkankach. Enzym ten katalizuje nastgpujace reakcje:

P1-(CHy)y — CONHy + HoN — R—>P1-(CH); — CONHR + NH
P1-(CHy), — CONH, + HoN-(CHy),-P2 = P1-(CHa); — CONHI(CHy); — P2 + NHs
P1-(CHy)y — CONHy + Hy0 = P1-(CHy)y — COOH + NH;

P1 —biatko1
P2 — biatko 2
R —reszta aminokwasowa

Ryc. 1. Réwnania reakdji katalizowanych przez transglutaminaze 2

Transglutaminaza 2 jest odpowiedzialna za zalezne od jo-
néw Ca** utworzenie wiazania izopeptydowego migdzy
Yv-amidowa grupa glutaminy (donor), a €-aminowa gru-
pa lizyny (akceptor reszty acylowej). Nastepstwem tej re-
akcji jest przeniesienie reszty acylowej z jednego sub-
stratu na drugi, czemu towarzyszy uwolnienie amoniaku.
Akceptorami grupy acylowej sa przewaznie grupy aminowe
aminokwaséw lub amin (np: histaminy). Substratami moga
by¢ takze poliaminy: putrescyna lub spermidyna — wow-
czas produktem jest np.: N-N® — (y-glutamylospermidy-
na). Jezeli akceptorem grupy acylowej jest grupa aminowa
lizyny innego biatka, wéwczas powstaja nierozpuszczalne
w detergentach agregaty bialek spotykane w komoérkach

ulegajacych degeneracji. Substratem grupy y-amidowej
moze by¢ czasteczka wody, podczas tej reakcji hydroli-
zie ulega wigzanie amidowe, a produktami sg amoniak
oraz kwas glutaminowy eksponujacy ujemnie natadowana
grupe COO". Reakcja transacylacji jest jedna z kowalen-
cyjnych posttranslacyjnych modyfikacji biatek. Owa mo-
dyfikacja odpowiada réwniez za oddzialywania biatek ma-
cierzy zewnatrzkomoérkowej z powierzchnia btony [46,47]
oraz za regulacj¢ aktywnosci niektérych enzymow [3,44].
TG2 jest jednym z czynnikéw kontrolujacych oligomery-
zacje biatek. Wedlug niektérych badaczy tworzenie nie-
rozpuszczalnych czasteczek biatek uniemozliwia wyptyw
makromolekut z komérek realizujacych proces apoptozy
[13,47]. Prace eksperymentalne z poczatku lat dziewigc-
dziesiatych XX wieku oraz ostatnie wyniki Bernasolli i wsp.
[3] wskazuja na transglutaminazg 2 jako jeden z wazniej-
szych enzyméw kontrolujacych klatrynozalezng interna-
lizacjg receptoréw insuliny. Wiadomo réwniez, ze trans-
glutaminaza 2 ma aktywnos$¢ podjednostki o biatek G.
Nakaoka i wsp. [33] przedstawili udzial TG 2 w transduk-
cji sygnalu odbieranego przez receptory ol-adrenergicz-
ne. Transglutaminaza stymuluje w tym przypadku szlak
z udziatem fosfolipazy C (PLC).

Wynikiem deaminacji glutaminy jest kwas glutaminowy,
ktoéry oddziatuje z przedstawicielami drugiej klasy bia-
fek gtéwnego kompleksu zgodnosci tkankowej MHC, do
ktorych zaliczano HLA-DQ?2. Antygeny te obecne na po-
wierzchni makrofagéw i komorek prezentujacych antygen
sa rozpoznawane przez receptory limfocytéw T CD4* nacie-
kajacych sluzéwke jelit dzieci chorych na celiakig (gluteno-
zalezna chorobe trzewna). Inny antygen tej klasy HLA-DQ8
ma zdolnos¢ wigzania formy amidowej aminokwasu i w tej
postaci aktywuje reakcje autoimmunologiczne [19,26,50].
Zjawiska autoimmunologiczne sg regulowane m.in. auto-
logicznie z udzialem HLA. OdpowiedZ ta opiera si¢ na od-
dziatywaniach tego samego fenotypu antygenowego na po-
wierzchni limfocytu i komorki prezentujacej antygen.
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Prolaminy i gluteliny sa biatkami zapasowymi ziarnia-
kéw zbdz. Nazwy tych polipeptydéw wywodza si¢ od
gatunkéw roslin, z ktérych pochodza. Gliadyny sa pro-
laminami pszenicy i wyrdznia si¢ wsrdd nich trzy frak-
cje rézniace si¢ masa czasteczkowa: 30, 40, 100 kDa.
Biatka te sa zdolne do tworzenia wielkoczasteczkowych
agregatéw za pomoca wigzan jonowych, hydrofobowych
i wodorowych. Czasteczka gliadyny obfituje w glutami-
n¢ — aminokwas bedacy substratem transglutaminazy 2.
Badacze zwrdécili uwage, iz produkt deaminacji gluta-
miny pochodzacej z glutenu, odpowiada za uruchomie-
nie odpowiedzi autoimmunologicznej organizmu prowa-
dzacej do rozwoju enteropatii. Stgzenie przeciwciat anty
t-TG w surowicy chorych dzieci jest jednym z czynni-
kéw diagnostycznych tej choroby [1,2,6,9,21,27,29,30,
38,48,49].

2. CHARAKTERYSTYKA KATALIZY ENZYMATYCZNEJ Z UDZIALEM
TG-azy 2

Badacze wyjasniajacy patogeneze celiakii oraz innych
choréb, ktérych podstawa sa zjawiska autoimmunolo-
giczne, zwrécili uwage na mechanizmy reakcji katalizo-
wanych przez transglutaminaze. Prace Liu i wsp. [24] oraz
Fleckensteina i jego zespotu [12] dowiodty udziatu triady
aminokwaséw: Cys?”, His*, Asp**® obecnych w centrum
aktywnym enzymu w katalizie enzymatycznej. Glutamina
zostaje przylaczona do czasteczki enzymu przez wytworze-
nie wigzania tioestrowego z reszta Cys*”’ jako acyloenzym.
Jednoczesnie uwalnia si¢ amoniak. W drugim etapie po-
wstaje wiagzanie izopeptydowe migdzy reszta kwasu gluta-
minowego, a grupa aminowa lizyny substratu biatkowego.
Dane kinetyczne wykazaly znacznie wolniejszy przebieg
reakcji deaminacji niz transacylacji [24,34]. Wiadomo, ze
produkty aktywnosci transglutaminazy 2 biora udziat w po-
wstawaniu choroby autoimmunologicznej jaka jest celia-
kia. Doswiadczenia przeprowadzone przez Fleckensteina
[12], a takze wczesniejsze badania wykazaty istnienie me-
chanizmu odpowiadajacego za wybdr jednej z drég reak-
¢ji — hydrolizy lub transacylacji. Grupa imidazolowa hi-
stydyny 335 ,,Sciaga” proton z cysteiny 277 zwigkszajac
jej charakter nukleofilowy. Dzigki temu jest mozliwe po-
wstanie wiazania tioestrowego migdzy substratem, a reszta
cysteiny centrum aktywnego. Uprotonowana postaé histy-
dyny jest stabilizowana oddziatywaniami elektrostatyczny-
mi z reszta kwasu asparaginowego 358. Reakcja acylacji
moze zatem zachodzi¢ w pH alkalicznym lub obojetnym,
a optymalne warunki dla tego procesu zanotowano w pH
7,3 [31,51]. Srodowisko takie wystepuje tuz pod btona pod-
stawna, na ktorej znajduja si¢ enterocyty. Wngetrze lizoso-
méw na skutek aktywnosci pompy protonowej, ma pH kwa-
$ne. Transglutaminaza 2, ktéra trafia do tego przedziatu za
posrednictwem klatrynozaleznej endocytozy z przestrzeni
pozakomoérkowej, wykazuje wigksza aktywnos¢ w deami-
nacji gliadyny. Powodem tego jest uprotonowanie grupy
aminowej akceptora. W tych warunkach czasteczka wody
dokonuje ataku na acyloenzym uwalniajac kwas glutami-
nowy. Nie bez znaczenia jest takze reszta histydyny 335.
Protonacja pierscienia imidazolowego tego aminokwasu
znosi aktywnos¢ transacylacji [25]. Wyniki innych badani
wskazuja na istnienie pary jonowej mig¢dzy reszta sulfhy-
drylowa Cys?”, a pierScieniem imidazolowym His**, sta-
bilizujacej konformacje grup centrum aktywnego enzymu.
lismaa i wsp.[16] zwrdcili uwage na zachowana w proce-

sie ewolucji resztg tryptofanu w pozycji 241. Wczesniejsze
badania kinetyczne dowiodty, iz najwolniejszym etapem
procesu katalizowanego przez TG2, jest reakcja acylacji
[15]. Stan przejsciowy tej reakcji polega na wytworzeniu
acyloenzymu. Dokladniejsze obserwacje pozwolily usta-
li¢, iz stan ten charakteryzuje tetraedryczna konformacja
[32,34]. Za stabilizacje tego kompleksu odpowiadaja od-
dzialywania natury hydrofobowej i wigzain wodorowych
miedzy reszta Trp**!, a substratem. Substytucja tryptofa-
nu w tym miejscu innym aminokwasem aromatycznym:
fenyloalaning lub tyrozyna, wywotywata obnizenie stabi-
lizacji stanu przejSciowego reakcji. Konserwatyzm wy-
stgpowania tryptofanu w pozycji 241 przemawia za wy-
borem pierscienia indolowego jako gwaranta regulacji
struktury stanu przejsciowego [16,32]. Istniejace podo-
bienistwo migdzy struktura centrum aktywnego i mecha-
nizmem reakcji proteaz cysteinowych, takich jak: katep-
syna B, papaina czy kaspazy oraz funkcjonowaniem TG2,
sugeruje genetycznie wspélne pochodzenie tych enzyméw
[4,10,25,31,32].

3. RoLa propukTow AKTYWNOSCI TG-AZY 2 W PATOGENEZIE
CELIAKII

Wyniki badai z uzyciem rekombinowanych fragmentéw
gliadyny, wykazaty zr6znicowana zdolnos¢ do wigzania sig
produktéw deaminacji glutaminy z antygenami HLA-DQ?2.
Badacze zwrdcili uwage na role dwéch frakeji gliadyn: o-
2 (zawierajaca fragment natywnej gliadyny od 62 do 75
aminokwasu) oraz o-9 (57-68). Glutamina w obu immu-
nizujacych fragmentach byta obecna w pozycji 65. Obie
czasteczki zawieraly duze ilosci proliny. W izoformie o-2
byty to miejsca: 62,64,66,69; a w czasteczce 0-9 odpowied-
nio: 57,59,62,64. Iminokwas ten oskrzydla krytyczna resz-
t¢ glutaminy i chroni peptyd przed aktywnoscia zotadko-
wych i trzustkowych proteaz [2]. Reszty proliny stabilizuja
oddziatywania pomiedzy glutaminianem a reszta LyzP"'
w czasteczce HLA-DQ2. Oddziatywania te maja charak-
ter wiagzan wodorowych. Obie izoformy antygenéw HLA-
DQ2 i DQ8 wykazuja wzgledem siebie podobny stopien
identycznosci aminokwaséw. Uktad poliprolinowy deter-
minuje w czasteczce gliadyny swoista strukturg drugorze-
dowa faworyzowana przez antygeny gtéwnego kompleksu
zgodnosci tkankowej typu II (MHC II). Ptaskie utozenie
pierscienia pirolidynowego i grupy aminowej hamuje rota-
cje atomoéw wokot wigzania Cou— N, uniemozliwiajac przy-
jecie przez peptyd struktury o [2,19]. Obecnos¢ sekwen-
cji poliprolinowej okazata si¢ niezbedna podczas wigzania
gliadyny przez grupy centrum aktywnego TG2 [12,38,51].
Produkt deaminacji glutaminy w czasteczce gliadyny wy-
kazywat 25-krotnie wigksze powinowactwo do HLA-DQ2
niz natywna postaé zawierajaca glutaming [2,19]. Badania
z zastosowaniem dyfrakcji promieni X wskazaty na rolg
jednego z atoméw tlenu grupy y-karboksylowej glutami-
nianu w tworzeniu wigzania wodorowego z antygenem
poprzez resztg seryny 30 lub tyrozyny 9. Drugi z tych
atomOw jest zaangazowany w powstawanie wspomniane-
g0 juz wigzania wodorowego z udziatem lizyny 71 [11].
Ciekawej obserwacji dostarczyly prace Johansena i wsp
[17,52]. Wykazaly one mianowicie, iz zastapienie proliny
innym iminokwasem — hydroksyproling wcale nie zmniej-
sza powinowactwa DQ2 do gliadyny. Jednak tak powstaja-
cy kompleks nie wykazywat zdolnosci aktywowania lim-
focytow T CD4*.

336



Ostrowski M. i wsp. - Udziat transglutaminazy 2 w chorobach autoimmunologicznych

4.TG2 - ENZYM REGULUJACY PROCES APOPTOZY

Transglutaminaza 2, jak wspomniano wczesniej, jest jednym
z wielu enzymow regulujacych proces apoptozy. W proce-
sie zostaje wykorzystana zdolnos¢ enzymu do tworzenia
kowalencyjnych potaczen o charakterze wigzan izopepty-
dowych migdzy r6znymi biatkami. Obecnos¢ takich wiel-
koczasteczkowych agregatéw w péZnych stadiach apoptozy
tlumaczona jest zabezpieczeniem sasiednich zdrowych ko-
morek przed dziataniem szkodliwych czasteczek wydostaja-
cych sig z komérek apoptotycznych. Apoptozie inicjowane;j
przez czynniki, takie jak: kwas retinowy, prostaglandyna
E2, interleukina 6 czy TGF-p, towarzyszyt wzrost ekspre-
sji TG 2 [16,28,35,36]. Apoptoza indukowana etopozydem
lub deksametazonem w tymocytach pozbawionych genu #g2
(TG 27") realizowana byta bez przeszkéd. Podobne wyniki
otrzymano inkubujac mysie fibroblasty TG 27 z retinoida-
mi lub naswietlajac je Swiattem ultrafioletowym [39,40,53].
Wyniki te potwierdzaja aktywne zaangazowanie TG2 w fa-
zie wykonawczej apoptozy. Substratami tTG sa réwniez
niektére polipeptydy obecne w mézgu chorych na choro-
by neurodegeneracyjne, takie jak plasawica Huntingtona,
choroba Alzheimera czy Parkinsona. Czasteczki te zawie-
raja powyzej czterdziestu reszt glutaminy, bedacych nastgp-
stwem amplifikacji kodonu CAG. Reszty e-aminowe lizy-
ny umiejscowione w C-koricowych odcinkach niektérych
enzymow np. dehydrogenazy aldehydu 3-fosfogliceryno-
wego sa akceptorami acylowej reszty glutaminy. W efek-
cie powstaja nierozpuszczalne inkluzje obecne w cytosolu
i jadrach komérek nerwowych. Agregaty te reorganizu-
ja metabolizm i transport w komérkach oraz promuja ich
Smier¢ [5,7,14,15,18,20,37,41,43].

5. UbzIAt TRANSGLUTAMINAZY 2 W PROCESIE ZAPALNYM

Osobnego krétkiego omdéwienia wymaga rola TG2 w roz-
woju zapalenia. Okazuje sig, ze enzym ten odpowiada za
wzrost aktywnosci fosfolipazy A, (PLA,). PLA, katalizu-
je uwolnienie kwasu arachidonowego z pozycji C-2 fosfa-
tydylocholiny. Arachidonian jest wyjsciowa czasteczka do
syntezy prostaglandyn, leukotrienéw i innych eikozanoidéw.
Czasteczki te sa zaangazowane w procesach zapalnych. 5-li-
pooksygenaza (5-LOX) katalizuje synteze leukotriendw,
a cyklooksygenaza (COX) prostaglandyn. Wykazano, iz
kowalencyjna modyfikacja PLA, o charakterze transacy-
lacji przyczynia si¢ do wzrostu jej aktywnosci enzyma-
tycznej. Badania uczonych skupily si¢ na otrzymaniu re-
kombinowanego peptydu — analogu substratu TG2, ktéry
bylby inhibitorem enzymu i tym samym hamowat aktyw-
nos¢ PLA, [54]. Lipokortyna i uteroglobina sa inhibitora-
mi PLA,. Czasteczki te sa substratami TG2, dzigki ktére-
mu tacza si¢ z lipidami 1 biatkami btony komérkowe;j. Prace
badaczy zostaty skierowane na otrzymanie czasteczki za-
wierajacej w strukturze motyw KVLD, ktéry jest kompe-
tycyjnym inhibitorem TG?2. Peptydy te bedace donorami
i akceptorami reszty acylowej konkuruja z fosfolipaza A,.
Zastosowanie tych czasteczek w terapii powodowato za-
hamowanie procesu zapalnego [22,23,42,54].

1G2

glutamina .
kwas glutaminowy

l

PLA,

 a

kwas arachidonowy I!

leukotrien

fosfatydylocholina

prostaglandyna

NS

Procesy zapalne

Ryc. 2. Udziat TG2 w indukcji procesu zapalnego (objasnienia
w tekscie)

6. Uwacl KoNCOWE

Tkankowa transglutaminaza katalizuje dwie podstawowe re-
akcje odpowiedzi autoimmunologicznej, jest réwniez czyn-
nie zaangazowana w zjawiska bedace nastgpstwami tej od-
powiedzi — stan zapalny oraz apoptoz¢. Regulacja proceséw
acylacji i deaminacji katalizowanych przez TG2 jest moz-
liwa dzigki kompartmentacji komorki. Produkt deamina-
cji glutaminy — kwas glutaminowy ze wzglgdu na wartos¢
pK w roztworze wodnym ma ujemny tadunek elektryczny
i tworzy aktywny immunologicznie kompleks z antygenami
MHC II. Faworyzowanie transacylacji skutkuje utworze-
niem agregatow biatkowych umozliwiajacych oddziatywa-
nie czasteczek z macierza zewnatrzkomoérkowa, a jednocze-
$nie jest jednym ze sposobéw regulacji aktywnosci biatek.
Czgsto reakcja ta promuje dalsza agregacje polipeptydéw
prowadzaca do powstania nierozpuszczalnych w detergen-
tach makromolekut [5,18,41,45,51].

Pomimo iz wiele wiadomo na temat szczegdtéw zwigzanych
z mechanizmami dziatania TG2, ciagle trwaja poszukiwa-
nia skutecznego leku chroniacego przed rozwojem choréb
autoimmunologicznych. Obszar tych poszukiwan obejmu-
je gléwnie badania genetycznie uwarunkowanej zmienno-
Sci czasteczek uczestniczacych w reakcjach: antygen—prze-
ciwcialo oraz regulacji funkcjonowania transglutaminazy
2[17,19,26,27,30,31,32].
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