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ВЫЯВЛЕНИЕ ДОПОЛНИТЕЛЬНЫХ УЧАСТКОВ
ТРАНСГЛУТАМИНИРОВАНИЯ

В МОЛЕКУЛЕ ФИБРОНЕКТИНА ПРОТЕАЗАМИ

Специальная группа ферментов, катализирующая образование пептид-
ной связи между у-карбоксиамидной группой глутамина и е-амино-
группы лизина получила название эндо-у-глутамин: е-лизин трансфераза
или трансглутаминаза. Реакция трансглутаминирования зависит от при-
сутствия ионов кальция (Curtis, 1974).

Белковые субстраты для трансглутаминазы весьма ограничены.
Трансглутаминаза клеток катализирует лормирование связей в кера-
тине волос, шерсти и фибрине (Folk, Chung, 1973). Фактор 13а (плаз-
менная форма трансглутаминазы) взаимодействует лишь с фибрином,
аг-макроглобулином, аг-плазминовым ингибитором и фибронектином
(Folk, Chung, 1973; Mosher, 1975). На фибронектине имеются два
участка для трансглутаминирования фактором 13а. Один из них рас-
положен очень близко к N-концу, другой в С-коыцевой части поли-
пептидной цепи (Mosher, Proctor, 1980;. Hörmann и др., 1982). Фибро-
нектин является субстратом также для клеточной формы трансглута-
миназы.

Практически все работы по изучению взаимодействия трансглута-
миназы и фибронектина проводились с использованием фактора 13а и
к настоящему времени практически ничего не известно о том, как взаи-
модействует с фибронектином клеточная форма трансглутаминазы. Кле-
точная и плазменная формы трансглутаминазы отличаются друг от
друга структурно и представляют собой различные белки (Henriksson,
McDonagh, 1982).

В настоящей работе проведено изучение взаимодействия клеточной
формы трансглутаминазы с фибронектином.

Материал и методика

Клеточная форма трансглутаминазы из печени морской свинки, предо-
ставленная венгерским доктором Л. Фесусом (Дебреценская медицинская
школа), получена согласно (Chung, 1972), донором аминогрупп служил
14С-путресцин («Amersham», Англия) активностью 53,9 мКи/мМ.

Стимулируемое трансглутаминазой включение 14С-путресцина в фиб-
ронектин и его фрагменты, получено как описано ранее (Venyaminov
и др., 1983), проводили при 37 °С в течение 2 ч в буфере, содержащем
0,05 М трис-НСI, 0,01 М NaCl, pH 7,0. В каждую пробу добавляли
0,075 мг/мл трансглутаминазы, 0,015 М СаС1 2 и 1 мкМ 14С-путресцина.
По окончании реакции смесь разводили в трех (объемах) буферах
с альбумином (мг/мл) и 0,02 М ЭДТА. Белки осаждали 10% трихлор-
уксусной кислотой и несвязанный 14С-путресцин удаляли фильтрова-
нием на нитроцеллюлозных фильтрах. Радиоактивность измеряли
в сцинтилляторе ЖСК-8 на счетчике «Rackbeta» (Швеция).

https://doi.org/10.3176/biol.1986.1.01

https://doi.org/10.3176/biol.1986.1.01


2

Результаты и обсуждение

Взаимодействие клеточной формы трансглутаминазы с фибронектином
изучали по включению в фибронектин донора аминогрупп 14С-путрес-
цина (Iwanu, 1977).

В работе использовался как интактный фибронектин, так и его фраг-
менты: 180 кД желатин и гепарин-связывающий, 27 кД аминоконцевой,
70кД коллаген-связывающий, 60 кД центральный и 60 кД гепарин-свя-
зывающий. Расположение этих фрагментов вдоль полипептидной цепи

мономера фибронектина по-
казано на рисунке. В таб-
лице суммированы резуль-
таты изучения взаимодей-
ствия фибронектина и его
фрагментов с трансглута-
миназой. Оказалось, что в
интактную молекулу фиб-
ронектина трансглутамина-
за включает 8 молекул пут-
ресцина (4 на мономер).
Следовательно, по сравне-
нию с 13а фактором имеется
два дополнительных места
для трансглутаминирования.

В 180кД фрагмент фибронектина, не содержащий аминоконцевого
27 кД фрагмента трансглутаминазы включает 5—6 молекул путресцина.
Таким образом, в случае интактного белка трансглутаминаза из клеток
включает больше путресцина, чем фактор 13а, и, во-вторых, 190 кД
фрагмент содержит дополнительные участки для трансглутаминирова-
ния. 27 кД аминоконцевой фрагмент содержит только одно место для
включения путресцина, катализируемого фактором 13а (McDonagh
и др., 1981), клеточная форма фермента включает во фрагмент 2 М
путресцина. Такая же ситуация наблюдается и в случае 60 кД гепарин-
связывающего фрагмента, расположенного в карбоксильной части поли-
пептидной цепи фибронектина. В отличие от интактного белка, 60 кД
гепарин-связывающий фрагмент имеет дополнительный участок для
включения путресцина клеточной формой трансглутаминазы. 70 кД же-
латин-связывающий фрагмент в интактном белке не способен транс-

Расположение участков полипептидной цепи фибронектина, способных к взаимодей-
ствию с трансглутаминазой. А - мономер фибронектина, Б большой фрагмент,
В трипсин-резистентные функционально активные фрагменты, кД килодальтон.
Точками обозначены места связывания трансглутаминазы. В кружках дополнитель-
ные по сравнению с интактным фибронектином места связывания трансглутаминазы.

В скобках количество мест связывания.

Включение 14 С-путресцина в фибронектин и
его фрагменты (М пу тр/Мбелок)

Белок Клеточная форма
трансглутаминазы

Фибронектин 8,4 (4,2*)
180 кД 5,6
27 кД аминоконцевой 2,0
70 кД желатин-связывающий 0,9
60 кД центральный 3,4
60 кД гепарин-связывающий 1,4

* на одну субъединицу.
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глутаминнроваться (Mosher и др., 1980). Изолированный же фрагмент
под действием трансглутаминазы способен образовывать связь с пут-
ресцином по одной молекуле путресцина на фрагмент. 60 кД цент-
ральный фрагмент, который в нативном белке не трансглутаминиру-
ется с фактором 13а, в изолированном виде под действием клеточной
формы ферментов включает 3 молекулы путресцина.

Таким образом, изолированные фрагменты, во-первых, содержат
дополнительные участки для клеточной трансглутаминазы, и, во-вторых,
клеточная форма фермента имеет большее число участков для взаимо-
действия с фибронектиновыми фрагментами, чем фактор 13а. Все экс-
периментальные данные по взаимодействию плазменной формы транс-
глутаминазы с фибронектином суммированы на рисунке. На основании
имеющихся экспериментальных данных представляется возможным
сделать два основных вывода: 1) взаимодействие клеточной формы
трансглутаминазы с фибронектином менее специфично, чем с факто-
ром 13а; 2) изолированные фрагменты фибронектина имеют дополни-
тельные участки для трансглутаминирования по сравнению с интакт-
ным белком. В составе экстрацеллюлярного матрикса клеточная форма
трансглутаминазы, возможно, сшивает различные участки полипептид-
ной цепи фибронектина с коллагенами, и, тем самым, существенно ста-
билизирует структуру экстрацеллюлярного матрикса. Тот факт, что
в изолированных фрагментах фибронектина появляются дополнитель-
ные участки для трансглутаминирования, имеет важное значение для
понимания принципа структурной организации молекулы фибронектина.
Так как трансглутаминазы являются чрезвычайно специфическими фер-
ментами, то их способность модифицировать белок можно рассматри-
вать как тест на структуру молекулы фибронектина. Действительно,
в интактном белке имеется всего два участка, взаимодействующих
с фактором 13а и четыре, взаимодействующих с клеточной формой
трансглутаминазы (из расчета на мономер фибронектина). Изолиро-
ванные фрагменты фибронектина, сохраняющие функциональные свой-
ства белка и. практически полностью перекрывающие всю полипептид-
ную цепь молекулы фибронектина, имеют в сумме четыре дополнитель-
ных участка для взаимодействия с клеточной формой трансглутаминазы.

Особенно интересно, что у большого фрагмента (180 кД) фибро-
нектина выявляются дополнительно 3 —4 модифицируемых участка, не
подверженных действию фермента в интактном белке. Представляется
вероятным, что постулированная «бусеничная» структура фибронектина
(Alexander и др., 1979) в составе интактного фибронектина, состоящем
из двух полипептидных цепей, значительно компактнее. После разделе-
ния двух цепей и нарушения равновесия между положительно и отри-
цательно заряженными доменами супертретичная структура фибронек-
тина разворачивается. Этот вывод хорошо согласуется с результатами
изучения структурной организации фибронектина методами скоростной
седиментации и ЯМР (Koteliansky и др., 1983; Метсис и др., 1984).
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Madis METSIS

TÄIENDAVATE TRANSGLUTAMINEERIMISKOHTADE ILMNEMINE
FIBRONEKTIINI MOLEKULIS PROTEAASIDE TOIMEL

Fibronektiin on terve molekulina rakusisese transglutaminaasi substraat ja tal on 4 kohta
transglutamineerimiseks monomeeris. Suures proteolüütilises fragmendis (180kD) ilmneb
veel 4 modifitseerimiskoha olemasolu. Edasisel analüüsimisel selgus, et terve fibronek-
tiini monomeeri neljast transglutamineerimiskohast kaks asuvad 27kD hepariinsiduvas
fragmendis. 70kD kollageensiduv fragment sisaldab 1 täiendavatest kohtadest, 60kD
tsentraalne fragment sisaldab 1 esialgse ja 2 uut modifitseerimiskohta ja 60kD hepa-
riinsiduv fragment 1 esialgse ja 1 täiendava modifitseerimiskoha.

Täiendavate modifitseerimiskohtade ilmnemist 180kD fragmendis vaadeldakse kui
tertsiaalse struktuuri muutumise tagajärge.

Madis METSIS
GENERATION OF ADDITIONAL TRANSGLUTAMINATION SITES

IN FIBRONECTIN BY PROTEASES
Intact fibronectin is a substrate for tissue transglutaminase, There are 4 sites of
transglutamination in the monomer of fibronectin. The largest proteolytic fragment of
fibronectin (180 kD) has 4 additional sites of transglutamination. It was shown that
2 modification sites in the intact molecule (original sites) are localized in the 27 kD
heparin-binding fragment of the fibronectin molecule. The 70 kD collagen-binding
fragment contains 1 additional site, the 60 kD “central” fragment contains 1 original
site and 2 additional sites, and the 60 kD heparin-binding fragment contains 1 original
and 1 additional site.

The appearance of additional sites of transglutamination in the 180 kD fragment of
fibronectin is assumed to be the result of a changed tertiary structure of the fragment.
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	Рис. 1. Реакция системы на улучшение атмосферной среды (увеличение величины sm в момент времени 11), используя два способа распределения ассимилятов. 1— по уравнению (19), 2 по уравнению (20) (единицы условные, на основе экспериментов на ЭВМ «Минск-32»),�捨慮来猠楮獳業楬慴楯渠湵浢敲猍੩渠印牵捥⁋湯戠䱡步Ⱐ坥獴⁖楲杩湩愮†䅲捨⸠䡹摲潢楯氮Ⱐㄹ㜹Ⱐ㠷Ⱐㄷ㢗ㄹ㜮ഊ䵩汩畳Ⱐ䄮⁖步櫤牶敤攠瑲潯晳畳獥楳畮摩楮摡浩湥敶慤楳攠ﱬ摦潳景物潮瑳敮瑲慴獩潯湩ഊ櫤牧椮†䕎卖⁔䄠呯業⸬⁂楯氮Ⱐㄹ㠴Ⱐ㌳Ⱐ屵㈱ㄶ㌬‱㤸露〳⸍杬敳批Ⱐ刮⁆⸬⁓捨慦普敲Ⱐ圮⁒⸠偨潳灨潲畳潡摩湧猠瑯慫敳湤潭攠潦⁴桥楲ഊ牥獰潮獥献⁐慲琠㈮⁒敧牥獳楯渠浯摥汳映獵浭敲⁰桹瑯灬慮歴潮瑡湤楮朠捲潰猬ഊ睩湴敲⁴潴慬⁐Ⱐ慮搠瑲慮獰慲敮捹映乥眠奯牫慫敳⁷楴栠歮潷渠灨潳灨潲畳ഊ汯慤楮杳⸠⁌業湯氮⁏捥慮潧爮Ⱐㄹ㜸Ⱐ㈳Ⱐㄳ㖗ㄴ㔮ഊ偲数慳Ⱐ䔮⁅⸬⁔牥眬⁄⸠伮⁅癡汵慴楯渠潦⁴桥⁰桯獰桯牵猠桬潲潰桹汬敬慮瑩潮獨楰ഊ景爠污步猠潦映瑨攠偲散慭扲楡渠卨楥汤渠坥獴敲渠䍡湡摡⸠⁃慮⸠䨮⁆楳栮⁁煵慴⸍敩⸬‱㤸㌬‴〬′㞗㌵⸍数潲瑳映瑨攠䉡汴楣⁉湴敲捡汩扲慴楯渠坯牫獨潰⸠䭩敬Ⱐㄹ㜷Ⱐ㈷露㠮������������������������������������������开�傘챁������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������ʘ鹁����������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������솛彂��������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������
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