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CZYNNIK XIII KRZEPNIECIA KRWI JAKO SPECYFICZNA TRANSGLUTAMINAZA*

WPROWADZENIE

Historia odkrycia czynnika XIII krzep-
niccia krwi siega lat 20. XX w. W tym okre-
sie Barkan i Gaspar po raz pierwszy zaob-
serwowali powstawanie nierozpuszczalne-
go skrzepu fibrynowego w obecnosci jo-
now Ca*. DwadzieScia lat pOZniej ROBBINS
(1944) przeprowadzil eksperyment na wy-
izolowanym fibrynogenie i odkryl, ze gene-
rowanie nierozpuszczalnej sieci fibrynowej
zwiazane jest nie tylko z wyst¢powaniem
jonow Ca** w Srodowisku reakcyjnym, lecz
proces ten wymaga rowniez obecnosci nie-
znanego, osoczowego czynnika. Nastepnie,
dwaj wegierscy biochemicy, Koloman Laki
i Laszlo Lorand (LAKI i LORAND 1948), po-
twierdzili wczesniejsze odkrycie Robbinsa
i uznali, Zze nieznany osoczowy czynnik po-
woduje powstawanie skrzepu fibrynowego
nierozpuszczalnego nawet w stezonym roz-
tworze mocznika. Nieznane biatko zostato
przez nich nazwane czynnikiem stabilizu-
jacym fibryn¢ (ang. fibrin stabilizing fac-
tor, FSF). Znaczenie tego odkrycia zostalo
docenione dopiero kilkanaScie lat pozniej
przez DUCKERTA i wspotaut. (1960), ktorzy
po raz pierwszy opisali objawy kliniczne
niedoboru czynnika stabilizujacego fibry-

ne¢. Miedzynarodowy Komitet Mianownic-
twa Czynnikow Krzepniecia Krwi w 1963
r. nazwat FSF czynnikiem XIII krzepni¢cia
krwi (ang. factor XIII, FXIII). W celu upa-
mi¢tnienia nazwisk jego odkrywcow okre-
Sla si¢ go rowniez jako czynnik Laki-Loran-
da. Poczatkowo, czynnik XIII nie wzbudzit
wielkiego zainteresowania wsrod naukow-
cow. Stopniowo odkrywano jego znaczenie
w roznych procesach fizjologicznych, gdy
jednak dostrzezono jego zaangazowanie
W procesy patologiczne i zwiazane z nimi
choroby, badania nad mechanizmami bio-
chemicznymi tego bialka zostaly wzmozo-
ne. Czynnik XIII jest jednoczeSnie waznym
elementem kaskady krzepniecia krwi i en-
zymem nalezacym do rodziny transglutami-
naz. Mechanizm dzialania transglutaminaz
opiera si¢ na wstawianiu wigzan izopepty-
dowych pomiedzy substratami biatkowy-
mi, co zapewnia czynnikowi XIII udzial w
licznych procesach fizjologicznych. FXIII
jest jedna z dziewieciu transglutaminaz wy-
stepujacych w organizmie cztowieka, ktore
wykazuja miedzy soba wysoki stopien ho-
mologii strukturalnej i funkcjonalnej (HSIEH
i NUGENT 2008, MUSZBEK i wspotaut. 2011).

*Praca powstala w ramach grantu Uniwersytetu Lodzkiego nr 506/810 i 545/485
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CHARAKTERYSTYKA ENZYMOW NALEZACYCH DO RODZINY TRANSGLUTAMINAZ

AP | B-kanapka

Domena rdzeniowa

[-beczutka 1|-beczutka 2

Ryc. 1. Schemat domenowej budowy transglutaminaz AP — peptyd aktywacyjny ulegajacy proteoli-
tycznemu rozszczepieniu podczas aktywacji enzymu.

Termin transglutaminaza (ang. transglu-
taminase, TG) zostal po raz pierwszy wpro-
wadzony przez CLARKE i wspoétaut. (1959) do
opisania transamidacyjnej aktywnoSci obser-
wowanej w watrobie Swinki morskiej. Poz-
niejsze badania wykazaly, ze transglutamina-
zy sa szeroko rozpowszechnionymi biatkami
niezbednymi do prawidlowego funkcjonowa-
nia wielu organizméw. Ich obecnos¢ stwier-
dzono w licznych tkankach kregowcow, bez-
kregowcow, roslin jak rowniez w komorkach
mikroorganizmOw (GRIFFIN i wspotaut. 2002,
WOLNIK-TRZECIAK i wspotaut. 2005).

Transglutaminazy (E.C. 2.3.2.13) stano-
wia grupe blisko spokrewnionych ze soba
enzymOw, wykazujacych strukturalne i funk-
cjonalne podobienstwo. Genom czlowieka
zawiera dziewie¢ genOw kodujacych trans-
glutaminazy, ktore cechuje wysoka konser-
watywnoS¢  (WOLNIK-TRZECIA i wspotaut.
2005, SAMELAK i wspoétaut. 2010). Wsrod
ludzkich transglutaminaz wyrdznia si¢ osiem
bialek o charakterze zymogenow/enzymow,
takich jak: FXIII, TG1, TG2, TG3, TG4, TGS,
TGO, TG7 oraz jedno bialko pozbawione ak-
tywnosci katalitycznej, tzw. biatko pasma
4.2 erytrocytow (Tabela 1). Jednostka struk-
turalna (monomeryczna) kazdej transgluta-
minazy zbudowana jest z czterech domen:
N-terminalnej p-kanapki, domeny rdzenio-
wej (katalitycznej) oraz dwoch C-terminal-
nych domen: B-beczutki 1 oraz B-beczutki 2
(Ryc. 1). FXIII i TG1 posiadaja dodatkowo
N-terminalny peptyd aktywacyjny (AP), kto-
ry w czasie aktywacji ulega odszczepieniu od
pozostatej czeSci biatka. Najwazniejsza role w
aktywnoSci enzymatycznej transglutaminaz
odgrywa domena rdzeniowa, poniewaz za-
wiera centrum aktywne z triada katalityczna
zbudowang z trzech reszt aminokwasowych:
cysteiny, histydyny i asparaginianu. Domena
rdzeniowa zawiera takze miejsce wiazania
jonow Ca?, ktore sa konieczne do aktywacji
transglutaminaz. Domena rdzeniowa obejmu-
je takze niezbedna do stabilizacji stanu przej-
sciowego reszte tryptofanu, a w przypadku

niektorych transglutaminaz réwniez region
odpowiedzialny za wiazanie i hydrolize ATP
oraz GTP. Brak aktywnoSci enzymatycznej
biatka pasma 4.2 jest spowodowany podsta-
wieniem alaniny w miejsce cysteiny centrum
aktywnego. Biatko to zaliczane jest jednak do
rodziny transglutaminaz ze wzgledu na wyso-
ki stopien homologii strukturalnej (IISMAA i
wspotaut. 2009, KOMAROMI i wspotaut. 2011).

Najwazniejsza biologiczna funkcja trans-
glutaminaz jest katalizowanie nieodwracal-
nych, potranslacyjnych modyfikacji bialek,
ktore polegaja na utworzeniu wiazania izo-
peptydowego miedzy pierwszorzedowa gru-
pa aminowa substratu a reszta glutaminy
fancucha polipeptydowego. Reakcje Kkata-
lizowane przez transglutaminazy wykazuja
dwustopniowy mechanizm (Ryc. 2). Poczat-
kowo transglutaminazy wymagaja do swej
aktywacji jonow Ca*. W postaci nieaktywnej
bowiem, centrum aktywne enzymu znajduje
sic w zaglebieniu domeny rdzeniowej i jest
chronione przed kontaktem z substratami
przez dwie C-koncowe domeny. W obecnosci
jonow Ca* dochodzi do zmiany konformacji,
a tym samym do pelnej ekspozycji centrum
aktywnego, w ktorym obecna jest reszta cy-
steiny. Grupa tiolowa reszty cysteinylowej
reaguje wowczas z grupa y-karboksyamidowa
reszty glutaminy prowadzac do utworzenia
produktu posSredniego, tzw. acyloenzymu, i
jednoczesnego uwolnienia amoniaku. W dru-
gim etapie reakcji dochodzi do przeniesienia
grupy acylowej z produktu posredniego na
grupe g-aminowa reszty lizyny w biatku w
wyniku czego powstaje wiazanie izopeptydo-
we typu y-glutamylo-e-lizynowego. Towarzy-
szy temu regeneracja reszty cysteinylowej w
centrum aktywnym, dlatego transglutaminaza
jest w stanie przeprowadza kolejne reakcje
(RIcOTTA i wspotaut. 2010). Innymi akcepto-
rami grupy acylowej moga by¢ rowniez ami-
ny, np. histamina, lub poliaminy takie jak:
putrescyna, spermidyna czy spermina, przez
Co utworzone zostaja wiazania y-glutamylo-
aminowe lub y-glutamylo-poliaminowe
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(MARTIN i wspotaut. 2011). Poza reakcjami
transacylacji  transglutaminazy poSrednicza
takze w innych potranslacyjnych modyfika-
cjach bialek, np. w reakcjach hydrolizy czy
estryfikacji. W niekorzystnych warunkach,
np. niskie pH lub brak donoru grupy ami-
nowej, enzymy te moga przenosi¢ grupe
y-karboksyamidowa reszty glutaminy na cza-
steczke wody. Dochodzi wowczas do hydro-
lizy wiazania amidowego, a w efekcie do po-
wstania produktow: amoniaku i reszty kwasu
glutaminowego (RICOTTA i wspotaut. 2010).
Estryfikowane produkty powstaja na-
tomiast wtedy, gdy substratem dla grupy
v-karboksyamidowej jest alkohol. Wszystkie
transglutaminazy wykazuja podobny mecha-
nizm dzialania, ale r6znia si¢ swoistoscig sub-
stratowa (IISMAA i wspotaut. 2009). Konse-
kwencja katalizowanych przez nie reakcji jest
powstanie stabilnych i odpornych na pro-
teolize wiazan krzyzowych miedzy réznymi

biatkami lub w obrebie tego samego bialka,
CO W nastepstwie przyczynia si¢ do polimery-
zacji bialek, tworzenia roznych struktur oraz
zachowania integralnosci tkanek. Ze wzgledu
na zaangazowanie transglutaminaz w proces
sieciowania bialek czesto okreSla si¢ je mia-
nem ,kleju biologicznego” (WOLNIK-TRZECIAK
i wspotaut. 2005, SAMELAK i wspotaut. 2010).
Transglutaminazy biora udzial w licznych
procesach fizjologicznych, np. krzepnieciu
krwi, gojeniu si¢ ran, roznicowaniu komo-
rek czy tez apoptozie komorek (Tabela 1).
Odgrywaja wiec istotna role w funkcjonowa-
niu organizmoéw zywych. Ponizej przestawio-
no charakterystyke ludzkich transglutaminaz
oraz pelnione przez nie funkgcje.
Transglutaminaza keratynocytowa (ang.
keratinocyte transglutminase, TGk lub type 1
transglutaminase, TG1) jest enzymem, ktory
bierze udziat w terminalnym réznicowaniu
keratynocytow. TGl wystepuje w gornych

Table 1. Zestawienie bialek nalezacych do transglutaminaz wraz z ich najbardziej charakterystycz-

nymi cechami

Nazwa oficjalna ~ Nazwa zwyczajowa

Cechy charakterystyczne

TG1 Transglutaminaza kera-

— Wystepuje w gornych warstwach naskorka

— Bierze udzial w réznicowaniu keratynocytow

— Wystepuje w roznorodnych tkankach i narzadach (,wszech-

— Sieciuje zarowno biatka wewnatrzkomorkowe jak i zewng-

— Wystepuje w cytoplazmie keratynocytow

— Sieciuje biatka takie jak: jak: lorikryna, inwolukryna, cystaty-

— Wstawia wiazania krzyzowe mie¢dzy biatkami znajdujacymi

sie w mieszkach wlosowych
— Wystepuje w gruczole krokowym

— Brak stwierdzonej funkcji pelnionej w organizmie ludzkim

— U gryzoni pelni funkcje w procesie rozrodczym
— Wystepuje w ziarnistej i kolczystej warstwie naskorka

— Sieciuje biatka epidermalne, takie jak: keratyna, wimentyna,
tubulina, dzieki czemu bierze udzial w réznicowaniu komoérek

— Brak informacji na temat wystepowania i spetnianych funk-

tynocytowa
. obecna”)
TG2 Tk.ankowa transgluta:
minaza
trzkomorkowe
TG3 Na‘lskorkowa transgluta- na o
minaza
TG4 Transglutaminaza gru-
czohu krokowego
TG5 Transglutaminaza X
naskorka
TG6 Transglutaminaza Y Gji
TG7 Transglutaminaza Z

Biatko pasma 4.2
erytrocytow

Czynnik X1
krzepniecia krwi

Brak nazwy zwyczajo-
wej
Czynnik  stabilizujacy

fibryne¢, Czynnik Laki-
-Loranda

— Brak informacji na temat wystepowania i spetnianych funk-
Gji

— Brak aktywnosci katalitycznej

— Odgrywa role w regulacji ksztaltu i wlasnoSci mechanicz-
nych erytrocytow.

— Stabilizuje polimery utworzonej z fibrynogenu fibryny po-
przez wstawianie wiazan kowalencyjnych
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Ryc. 2. Przykladowe reakcje katalizowane przez transglutaminazy z uwzglednieniem ich dwueta-

powego mechanizmu.

W pierwszym etapie grupa tiolowa aktywnego enzymu reaguje z grupa y-karboksyamidowa reszty glutaminy,
w wyniku czego dochodzi do utworzenia produktu posredniego tzw. acyloenzymu oraz uwolnienia amonia-
ku. W drugim etapie nast¢puje przeniesienie grupy acylowej z produktu posredniego na grup¢ e-aminowa
reszty lizyny w biatku (A) lub amine¢ pierwszorzedowa (B), dzigki czemu powstaje wiazanie izopeptydowe.
Akceptorem grupy acylowej moze by¢ rOwniez czasteczka wody (C), a w rezultacie utworzona zostaje reszta
kwasu glutaminowego. A — biatko zawierajace wolna reszte glutaminy, B — biatko zawierajace wolna reszte

lizyny, E — enzym, R — monoamina lub poliamina.

warstwach naskorka, a poprzez N-konco-
wy mirystynian lub palmitynian zakotwicza
sic w btonie komorkowej proliferujacych i
roznicujacych si¢ keratynocytow (IISMAA i
wspotaut. 2009).

Tkankowa transglutaminaza [ang. tissue
(cellular) transglutaminase, TGc lub type 2
transglutaminase, TG2] czesto okreSlana jest
mianem ,wszechobecnej”, gdyz wystepuje
w roznorodnych tkankach i narzadach. Jej
obecnos¢ stwierdzono m.in. w Srodbtonku
Sciany naczyn krwionoSnych, erytrocytach,
nerkach, ptucach, sercu. Powoduje ona sie-
ciowanie bialek wewnatrzkomorkowych oraz
zewnatrzkomorkowych. TG2 jest odpowie-
dzialna za pelnienie wielu funkgji, takich jak:
integralno$¢ tkanek, roznicowanie i apop-
toza komorek czy tez stabilizacja macierzy
zewnatrzkomorkowej. Mozna stwierdzic, ze
TG2 jest wielofunkcyjnym bialkiem i jedno-

czesnie bifunkcyjnym enzymem, gdyz oprocz
aktywnoSci transamidacyjnej, bierze udziat
w takze w przekazywaniu sygnalow komoOr-
kowych. Przekazywanie sygnaly przez tkan-
kowa transglutaminaze jest mozliwe dzieki
temu, ze jest ona identyczna do biatka Go,
przez co uczestniczy w aktywacji fosfolipazy
C przez receptory adrenergiczne alfalB i al-
falD (MATUSIEWICZ i MATUSIEWICZ 2004, SANE
i wspotaut. 2007).

Kolejnym enzymem z tej grupy jest na-
skorkowa transglutaminaza (ang. epidermal
transglutaminase, TGe lub type 3 transglu-
taminase, TG3), ktora zaangazowana jest w
proces sieciowania biatek, takich jak: lorikry-
na, inwolukryna, cystatyna o, dzi¢ki czemu
podobnie jak TG1 bierze udzial w konco-
wym réznicowaniu keratynocytow. Naskor-
kowa transglutaminaza zlokalizowana jest w
cytoplazmie keratynocytow, a produkty jej
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sieciowania przemieszczane sa do obwodo-
wych czesci komorki, gdzie nastepnie ulega-
ja reakcjom katalizowanym przez TG1l. W ten
sposOb utworzona zostaje jednorodna, zrogo-
waciatla warstwa naskorka. W warunkach in
vivo synteza i aktywno$¢ TG3 ograniczona
jest do ziarnistej i rogowej warstwy naskor-
ka (WOLNIK-TRZECIAK i wspoétaut. 2005). Po-
nadto, TG3 wstawia wiazania krzyzowe mie-
dzy biatkami znajdujacymi si¢ w mieszkach
wlosowych, przez co okreSlana jest czesto
mianem ,transglutaminazy mieszkow wtoso-
wych”. Badania wykazaly, ze miejscem jej wy-
stepowania sa rowniez: ptuca, nerki, mozg,
zoladek, jelito cienkie, jadra i mi¢Snie szkie-
letowe (IISMAA i wspotaut. 2009).

W gruczole krokowym zlokalizowana jest
transglutaminaza gruczotu krokowego (ang.
prostate transglutaminase, TGp lub type 4
transglutaminase, TG4), ktorej rola w orga-
nizmie ludzkim nie zostala wyjasniona. Bada-
nia wykazaly, ze u gryzoni TG4 pelni funkcje
w procesie rozrodczym poprzez hamowanie
odpowiedzi immunologicznej, natomiast w
zenskich narzadach rozrodczych wykazuje
dzialanie plemnikobodjcze (ABLIN i wspotaut.
2011).

Transglutaminaza X (ang. transglutamina-
se X, Tgx lub type 5 transglutaminase, TG5)
znajduje sie w dwoch warstwach komorek
naskorka: ziarnistej oraz kolczystej. Biolo-
giczna rola aktywnej formy TG5 polega na

sieciowaniu bialek epidermalnych, takich
jak: keratyna, wimentyna, tubulina, dzieki
czemu bierze udzial w réznicowaniu komo-
rek naskorka. Ekspresja TG5 odkryta zostala
rowniez w tozysku, macicy, jajnikach, gruczo-
le sutkowym (WOLNIK-TRZECIAK i wspolaut.
2005).

Transglutaminaza Y (ang. transglutamina-
se Y, TGy lub type 6 transglutaminase, TGG)
oraz transglutaminaza 7Z (ang. transglutamina-
se Z, TGz lub type 7 transglutaminase, TG7)
sa najpozniej odkrytymi enzymami nalezacy-
mi do tej rodziny, dlatego jak na razie nie-
wiele wiadomo o miejscu ich wyst¢powania
czy spelnianych przez nie funkcjach (GRIFFIN
i wspotaut. 2002).

Ze wzgledu na katalizowane reakcje sie-
ciowania bialek transglutaminazy znalazly
zastosowanie w medycynie oraz przemysle
spozywczym i kosmetycznym. Transglutami-
nazy sa stosowane jako biokatatalizatory w
przemysle tekstylnym, kosmetycznym i spo-
zywczym. Dzieki zdolnoSci tworzenia wiazan
poprzecznych miedzy biatkami, stosuje si¢
je do poprawy jakoSci produktéw spozyw-
czych, takich jak: makarony, pieczywo, mie-
so, nabial, ryby. Dodatek tranglutaminaz do
tych produktow poprawia ich wyglad, smak,
zapach, konsystencje, a ponadto przediuza
ich trwaloS¢ oraz obniza ste¢zenie substancji
wywolujacych reakcje alergiczne (KURAISHI i
wspoétaut. 2001).

CZYNNIK XIII KRZEPNIECIA

Niezwykle waznym enzymem nalezacym
do rodziny transglutaminaz jest czynnik XIII
Aktywny FXIII zaangazowany jest w siecio-
wanie licznych biatek uktadu krzepniecia i
fibrynolizy, bialek adhezyjnych czy tez biatek
cytoszkieletu (MUSZBEK i wspotaut. 1999).

Najwazniejsza jego funkcja jest zaanga-
zowanie w ostatni etap kaskady krzepniecia
krwi, czyli stabilizowanie polimerow utwo-
rzonej z fibrynogenu fibryny (sieciowanie fi-
bryny) poprzez wstawianie wigzan kowalen-
cyjnych. W rezultacie nast¢puje wzmocnienie
wlaSciwoSci mechanicznych skrzepu (STAN-
DEVEN i wspotaut. 2005, FALVO i wspotaut.
2010). Czynnik XIII powoduje sieciowanie
jedynie lancuchow o i y fibryny, natomiast
fancuchy B nie biora udzialu w tej reakcji.
W pierwszym etapie dochodzi do szybkiego
utworzenia przez FXIII wiazania krzyzowe-
go y-glutamylo-elizynowego pomiedzy reszta
Lys406 jednego tancucha y a reszta Glu398

lub GIu399 innego tancucha y (powstawanie
dimerOow v-y). Nastepnie zachodzi znacznie
wolniejszy proces sieciowania tancuchow o
fibryny, w ktorym zaangazowane sa liczne
reszty glutaminy i lizyny (w rezultacie w ob-
razie elektroforetycznym wioknika pojawiaja
si¢ obok dimeroéw vy-y, oligomery i polimery
lancuchow o). Produktem sieciowania fibry-
ny przez czynnik XIII moga by¢ takze hete-
rodimery o-y, jak rOwniez trimery i tetramery
tancuch6éw y (CLEARY i MAURER 20006, Musz-
BEK i wspotaut. 2008). Ponadto, czynnik XIII
jest niezbedny w procesie gojenia si¢ ran,
w angiogenezie czy tez w stabilizacji i mi-
neralizacji zewnatrzkomorkowej macierzy w
koSciach i chrzastkach. Istnieja dwie formy
czynnika XIII: osoczowa (ang. plasma FXIII,
FXIII-A,B, lub pFXIID) i komorkowa (ang. cel-
lular FXIII, FXIII-A, lub cFXIII) (HSIEH i NU-
GENT 2008).
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Osoczowy czynnik XIII jest heterotetra-
merycznym biatkiem o masie okoto 320 kDa,
zbudowanym z dwoch katalitycznych pod-
jednostek A (FXIII-A) wykazujacych cechy
transglutaminazy i dwoch regulatorowych
podjednostek B (FXIII-B) o m.cz. odpowied-
nio 83 i 80 kDa i ogolnym wzorze A,B, (Lo-
RAND 2001). Obecna w plytkach, megaka-
riocytach, monocytach komoérkowa forma
czynnika XIII ma charakter dimeru A,. Pod-
jednostki A czynnika XIII sa globularnymi
biatkami, ktore w osoczowej formie FXIII
otoczone sa przez dwie dhugie, cienkie i ela-
styczne podjednostki B (SARVARY i wspotaut.
2004, KOMAROMI i wspotaut. 2011). Miejscem
syntezy FXIII sa przede wszystkim komorki
szpiku kostnego, a ponadto monocyty, ma-
krofagi, megakariocyty, hepatocyty, chondro-
cyty, osteoblasty (SARVARY i wspotaut. 2004,
KORTE 2010). Podjednostka A kodowana
jest przez zlokalizowany na chromosomie 6
gen F13A1, ktory sktada sie z 15 egzonow i
14 intronow. Charakterystyczny w budowie
podjednostki A czynnika XIII jest N-koncowy
peptyd aktywacyjny (ang. activation peptide
FXIII, AP-FXIII), obejmujacy 37 pierwszych
aminokwaséw, ktory u wickszosci enzymow
z rodziny transglutaminaz nie wystepuje.
Kolejne domeny sa typowe dla pozostatych
enzymow z tej rodziny. Domena rdzeniowa
odgrywa zasadnicza role w aktywacji FXIII,
poniewaz obejmuje ona centrum aktywne
utworzone przez triade katalityczna ztozona
z 3 reszt aminokwasowych: Cys314, His373
i Asp396 oraz niezbedna w stabilizowaniu
produktu posredniego reakcji reszte Trp279
(KOMAROMI i wspotaut. 2011). Ponadto, tan-
cuchy boczne aminokwasow wchodzacych w
sktad domeny rdzeniowej: Asn4306, Asp438,
Glu485, Glu490 oraz grupa karbonylowa
Ala457 stanowia miejsce wigzania jonow Ca*
niezbednych do aktywacji FXIII (KRISTIANSEN
i ANDERSEN 2011). Zaangazowana w reakcje
z substratem glutaminowym reszta Cys314
znajduje si¢ w zaglebieniu domeny Kkatali-
tycznej, a w nieaktywnej konformacji FXIII
chroniona jest przed kontaktem z reagenta-
mi przez peptyd aktywacyjny oraz znajduja-
ca sie w obrebie domeny fB-beczulki 1 reszte
Tyr560. Mostek solny powstajacy pomiedzy
resztami Asp343 i Argll przeciwnego mono-

meru zapewnia bowiem odpowiednia lokali-
zacje AP-FXIII, dzieki ktorej centrum aktyw-
ne FXIII jest zastoniete. Reakcji FXIII-A z sub-
stratami zapobiega takze wiazanie utworzo-
ne mig¢dzy atomem tlenu Tyr560 a atomem
siarki Cys314. Usuniecie AP-FXIII oraz prze-
mieszczenie domeny p-beczulki 1 jest wiec
niezbedne do uzyskania aktywnej formy en-
zymu. Pomimo ze aktywny czynnik XIII za-
wsze wystepuje w formie dimeru FXIII-A,,
nadal nie wiadomo, ktore elementy struktu-
ralne odpowiedzialne sa za utrzymanie zwia-
zanych ze soba monomerOow. Przypuszcza
sie, ze wiazanie pomiedzy resztami Arg260
i Asp404 przeciwnego monomeru moze byc
istotne w dimeryzacji, ale konieczne sa dal-
sze badania w celu wyjaSnienia tego procesu
(KOMAROMI i wspotaut. 2011). Podjednostka
B czynnika XIII jest glikoproteina syntety-
zowana i wydzielana do osocza przez hepa-
tocyty. Dojrzale biatko sktada sie z 641 aa i
jest polaczone z weglowodanami, ktore sta-
nowia 8,5% jego masy (MUSZBEK i wspolaut.
2011). Podjednostka B kodowana jest przez
zlokalizowany na chromosomie 1 gen FI13B,
ktory zawiera 12 egzonow i 11 introndéw
(Biswas i wspotaut. 2011). Podjednostka ta
jest typowym biatkiem mozaikowym, ktore
sktada sie z dziesieciu tzw. domen sushi, z
ktorych kazda liczy okoto 60 aminokwasOow.
Drugorzedowa struktura 3 tych domen stabi-
lizowana jest przez dwa mostki disiarczkowe.
Tworzone sa one przez wiazania disiarczko-
we pomiecdzy pierwsza a trzecia oraz druga
a czwartg reszta cysteiny w domenie (KoMa-
ROMI i wspotaut. 2011). Podjednostka B wy-
stepuje w postaci homodimeru FXIII-B,, a za
montaz dwoch monomeréw odpowiedzialne
sa czwarta i dziewiata domena sushi. Pierw-
sza domena sushi jest z kolei potrzebna do
utworzenia heterotetrameru z podjednostka-
mi A czynnika XIII, ktore chronione sa przez
FXIII-B, przed aktywacja i proteolityczna de-
gradacja. W obrebie FXIII-A nie odkryto ele-
mentow strukturalnych odpowiedzialnych za
tworzenie tetramerycznego biatka. Ponadto
niewykluczone jest, ze pozostale domeny su-
shi w FXIII-B s3 takze zaangazowane w mon-
taz homodimeru czy heterotetrameru (SOURI
i wspotaut. 2008).

MECHANIZMY AKTYWACJI CZYNNIKA XIII

W obecnosci trombiny i Ca* osoczowy
FXIII ulega aktywacji podczas koncowego

etapu krzepnigcia krwi, poniewaz jego ak-
tywna forma jest niezbedna do utworzenia
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skrzepu fibrynowego. Poczatkowo, trombi-
na hydrolizuje wiazanie peptydowe FXIII w
pozycji Arg37-Gly38, a w wyniku tego AP-
-FXIII ulega proteolitycznemu odszczepieniu
od czasteczki macierzystej. Odlaczenie pep-
tydu aktywacyjnego przez trombine ostabia
interakcje pomiedzy podjednostkami A i B,
dlatego w obecnoSci jonOw wapnia i fibry-
ny, hamujacy aktywnoS$¢ enzymatyczna dimer
FXIII-B, zostaje oddysocjowany od FXIII-A,
(KOMAROMI i wspotaut. 2011). Podjednost-
ki A FXIII (ang. inactive intermediate after
thrombin cleavage, FXIIIA") ulegaja jednocze-
Snie konformacyjnej zmianie do formy ak-

tywnej (ang. activated FXIII, FXIII-A,*), dzieki
czemu centrum aktywne enzymu zostaje od-
stonicte i udostepnione dla substratow. Istot-
ne jest, ze uwolnienie AP-FXIII tylko z jednej
podjednostki A jest wystarczajace dla wywo-
lania przez jony Ca* pelnej aktywnoSci trans-
glutaminazy (MUSZBEK i wspoétaut. 2008). Po-
nadto fibryna (lub fibrynogen) moduluje ste-
zenie jonow Ca®" niezbednych do aktywacji
FXIII-A’, gdyz obniza je z powyzej 10 mmol/L
do fizjologicznego stezenia obecnego w 0so-
czu, ktore wynosi okoto 1,5 mmol/L (LORAND
2001).

REAKCJE KATALIZOWANE PRZEZ ZAKTYWOWANY CZYNNIK XIII

Zaktywowany czynnik XIII krzepniecia
krwi katalizuje reakcje transferu grupy acy-
lowej, ktérej donorem jest peptyd obdarzo-
ny reszta glutaminowa, natomiast akceptor
stanowi pierwszorzedowa grupa aminowa
w roznych zwiazkach. Podobnie jak proces
transacylacji przebiegajacy z udzialem innych
transglutaminaz, reakcja katalizowana przez
FXIII réwniez przebiega dwuetapowo. W
pierwszym etapie dochodzi do utworzenia
wiazania tioestrowego pomiedzy grupa tiolo-
wa reszty Cys314 w aktywnym FXIII a grupa
y-karboksyamidowa reszty glutaminy, przez
co utworzony zostaje produkt posredni re-
akcji tzw. acyloenzym (BAGOLY i wspolaut.
2012). Produktem ubocznym jest natomiast
uwalniajacy si¢ amoniak, ktory wskazuje na
nieodwracalny charakter tej reakcji. W dru-
gim etapie, analogicznie jak w przypadku
dzialania innych transglutaminaz (co zostato
opisane na poczatku pracy), dochodzi do wy-
tworzenia wiazania izopeptydowego. W cza-
sie przebiegu tych reakcji centrum aktywne
czynnika XIII zostaje zregenerowane, dlatego
uwolniony enzym moze znéw katalizowad
kolejne przemiany (BERECZKY i wspoOlaut.
2003).

Aktywnos¢ FXIII moze by¢ regulowana
przez r0zne niespecyficzne inhibitory. Jed-
nym z nich jest tlenek azotu (NO), ktory
reaguje z grupa tiolowa reszty cysteiny, co
przyczynia sie do zahamowania aktywnoSci
tego enzymu (BERNASSOLA i wspotaut. 1999,
CATANI i wspotaut. 1998). Hamowanie tej
zaleznej od jonow Ca?** transglutaminazy cy-
steinowej moze odbywac si¢ takze przez
substancje alkilujace, m.in. jodoacetamid, czy
tez przez substancje chelatujace, np. EDTA
(FINNEY i wspolaut. 1997). Specyficznymi
inhibitorami FXIII sa takze: przeciwgrzy-
biczny antybiotyk - cerulenina, jak rOwniez
syntetyczne peptydy posiadajace sekwencje
charakterystyczna dla FXIII w pozycjach:
Asn72-Asp97 i Asp190-Phe230 (ACHYUTHAN i
wspoétaut. 1993). Ponadto, aktywno$¢ enzy-
matyczna czynnika XIII moze by¢ hamowana
przez specyficzne przeciwciala, np. przeciw-
ciala monoklonalne 9C11, a takze produko-
wany w gruczolach Slinowych pijawki ama-
zonskiej (Haementeria ghilianii) tridegin,
ktory jest najsilniejszym z dotychczas pozna-
nych inhibitoréw czynnika XIII (FINNEY i
wspotaut. 1997).

POLIMORFIZMY CZYNNIKA XIII

Badanie polimorfizméw czynnika XIII
oraz ustalenie ich klinicznego znaczenia stato
si¢ niezwykle inspirujacym przedmiotem do-
ciekan wielu naukowcow.

Podjednostka A czynnika XIII jest poli-
morficznym bialkiem, ktore obejmuje sie-
dem poznanych do tej pory polimorfizmow:

Val34Leu, Tyr204Phe, Thr550Ile, Leu564Pro,
Leu588Gln, Val650lle oraz Glu651Gln (Musz-
BEK i wspotaut. 2011). Wsrod nich najlepiej
zbadany zostat efekt substytucji Leu w pozy-
cje Val34 peptydu aktywacyjnego, ktora wy-
kazuje znaczna heterogennos¢ etniczna. Allel
Leu34 najczeSciej wystepuje u ludzi rasy bia-
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tej, mniej powszechny jest wsréd rasy czar-
nej, a zdecydowanie najrzadziej spotykany
jest u Azjatow. ObecnoS¢ polimorfizmu Val-
34Leu w odleglosci trzech aminokwaséw od
miejsca proteolitycznego ciecia przez trom-
bine wptywa na szybkos¢ hydrolizy peptydu
aktywacyjnego od pozostatej czeSci FXIII. W
konsekwencji, aktywacja czynnika XIII za-
wierajacego leucyne w pozycji 34 przebie-
ga 2,5-krotnie szybciej w porOwnaniu z wa-
riantem Val34, co przeklada si¢ na szybsze
sieciowanie fibryny (MUSZBEK i wspolaut.
2010, SHEMIRANI i wspoétaut. 2006). Polimor-
fizm Val34Leu ma takze znaczacy wplyw na
strukture skrzepu fibrynowego. W obecno-
Sci wysokiego stezenia fibrynogenu, skrzep
tworzony w osoczu homozygot wzgledem
allelu Leu34 charakteryzuje si¢ grubszymi
wioknami fibrynowymi, luzniej upakowana
struktura oraz zwickszona przenikalnoScia
niz skrzepy powstale w osoczu homozygot
zawierajacych Val34. W przypadku heterozy-
got Val34/Leu34 cechy utworzonej sieci fi-
brynowej sa poSrednie. Skrzepy posiadajace
grubsze wiOkna i wieksza przenikalnosS¢ sa
bardziej podatne na proces fibrynolizy w po-
rownaniu do cienkich i $ciSle upakowanych
wiokien o nieznacznej przenikalnoSci. Dzieki

temu obecnos¢ polimorfizmu Val34Leu moze
mie¢ ochronny efekt zapobiegajacy niekto-
rym chorobom zwiazanym z zaburzeniem
hemostazy i zaleganiem skrzepoéw w naczy-
niach krwionosnych. Badania prowadzone w
tym kierunku wskazuja, ze polimorfizm Val-
34Leu moze ograniczy¢ ryzyko m.in. zawa-
lu miesSnia sercowego, choroby wiencowe;j
czy zylnej choroby zakrzepowo-zatorowe;.
Ze wzgledu na doniesienia takze sprzeczne
do powyzszych potrzeba jeszcze wielu ba-
dan dla potwierdzenia tej hipotezy. Niewiele
wiadomo natomiast na temat biochemii po-
zostaltych polimorfizméw FXIII-A, a wszelkie
wstepne doniesienia wymagaja jeszcze wielu
eksperymentow dla ich potwierdzenia (KOB-
BERVIG i WILLIAMS 2004, MUSZBEK i wspotaut.
2010). Podjednostka B FXIII obejmuje nato-
miast trzy polimorficzne warianty: Arg95His,
His330Arg, Asp549Glu. Nieliczne informa-
cje dotycza jedynie polimorfizmu Arg95His,
ktory przyspiesza dysocjacje podjednostek
po aktywacji FXIII przez trombing¢. Bioche-
miczne konsekwencje tych polimorfizmow
rowniez nie zostaly do tej pory wyjasnio-
ne, dlatego stanowia inspirujace zadanie dla
przysztych badan naukowych (MUSZBEK i
wspotaut. 2011).

CZYNNIK XIII KRZEPNIECIA KRWI JAKO SPECYFICZNA TRANSGLUTAMINAZA

Streszczenie

Transglutaminazy (E.C. 2.3.2.13) stanowia grupe
blisko spokrewnionych ze soba enzymoéw niezbed-
nych do prawidlowego funkcjonowania wielu orga-
nizmow. Transglutaminazy biora udziat w licznych
procesach fizjologicznych np. krzepnigcie krwi, go-
jenie si¢ ran, réznicowanie komorek, czy tez apop-
toza komorek. Najwazniejsza biologiczna funkcja
transglutaminaz jest katalizowanie nieodwracalnych,
potranslacyjnych modyfikacji biatek polegajacych na
utworzeniu wiazania izopeptydowego miedzy pierw-
szorzedowa grupa aminowa substratu, a reszta gluta-
miny tadcucha polipeptydowego. Niezwykle waznym
enzymem nalezacym do rodziny transglutaminaz jest
czynnik XIII krzepni¢cia krwi. FXIII jest zaangazo-
wany w ostatni etap kaskady krzepniecia krwi czyli
stabilizowanie polimeréw utworzonej z fibrynogenu

fibryny poprzez wstawianie wiazan kowalencyjnych.
W rezultacie nastepuje wzmocnienie wlasciwoSci
mechanicznych skrzepu. Istnieja dwie formy czynni-
ka XIII: osoczowa i komorkowa. Obecny w osoczu
czynnik XIII jest tetramerycznym biatkiem, sktada-
jacym sie¢ z dwoch katalitycznych podjednostek A
oraz dwoch podjednostek B pelniacych funkcje re-
gulatorowe. Komorkowa forma czynnika XIII jest na-
tomiast homodimerem zbudowanym tylko z dwoch
podjednostek A i wystepuje w cytoplazmie mono-
cytow, makrofagow, megakariocytow, plytek krwi,
chondrocytow, osteoblastow oraz w tozysku. Celem
tej pracy jest krotka charakterystyka transglutami-
naz, opisanie mechanizmoéw ich dziatania jak row-
niez przedstawienie czynnika XIII jako specyficzne-
go enzymu nalezacego do tej grupy.

FACTOR XIII AS A SPECIFIC TRANSGLUTAMINASE

Summary

Transglutaminases (EC 2.3.2.13) are a group of
closely related enzymes necessary for the proper
functioning of many organisms. Transglutaminases
are involved in many physiological processes such
as blood clotting, wound healing, cell differentiation
and apoptosis. The most important biological func-

tion of transglutaminase is irreversible posttransla-
tional modification of proteins consisting of forming
izopeptide bond between the primary amino group
of the substrate, and the glutamine rest of the poly-
peptide chain. A very important enzyme belonging
to the transglutaminase family is blood coagulation
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factor XIII. FXIII is involved in the final stage of the
blood coagulation cascade that is stabilization of fi-
brin polymers formed from fibrinogen by inserting
covalent bonds. What strengthen mechanical prop-
erties of the formed clot. There are two forms of
factor XIII: plasmatic and cellular. Factor XIII pre-
sent in the plasma is a tetrameric protein composed
of two catalytic subunits A and two B subunits hav-
ing regulatory function. The cellular form of factor

XIII is a homodimer built of two subunits A which
occurs in the cytoplasm of monocytes, macrophages,
megakaryocytes, platelets, chondrocytes, osteoblasts,
and in the placenta. The aim of this paper is a short
characteristic of transglutaminases, description of
the mechanisms of their action with particular em-
phasis on factor XIII as a specific enzyme belonging
to this group.
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