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1. Uvod

Dusik je uz ugljik, kisik i vodik jedan od Cetiri osnovna elementa koji grade biomolekule svih zivih
bi¢a. Osnovni je gradevni element aminokiselina i nukleotida. Bioloski je iskoristiv u obliku
amonijaka koji je u organizmu 99 % zastupljen kao protonirani NH4" i 1 % kao neprotonirani NHs
(Dimski, 1994). U aminokiseline se asimilira pomo¢u aminokiselina glutamata i glutamina (Nelson
I sur., 2021). Tijekom biosinteze aminokiselina glutamat i glutamin sluze kao donori amino
skupine, a tijekom oksidacije aminokiselina kao primatelji amino skupine. Prvi korak u razgradnji
aminokiselina je uklanjanje amino skupine nakon ¢ega uglji¢ni lanac (a-keto kiselina) ulazi u ciklus
limunske kiseline u svrhu dobivanja metabolicke energije. Te se reakcije odvijaju veéinom u jetri.
Na Slici 1. prikazana je povratna reakcija transaminacije pri kojoj se aminokiseline oksidiraju do

a-keto Kiselina uz predaju amino skupine a-ketoglutaratu pri cemu nastaje glutamat.

C00~ CO00~
| i |
I= 0 HizN—C—H
H H2
H2 CH,
Coo- (dololy
a-ketoglutarat L-glutamat

amino-
transferaza

coo- coo-
H,ﬁ—cl—u ?-o
R R

L-aminokiselina a-keto kiselina

Slika 1. Transaminacija tijekom oksidacije aminokiseline do a-keto kiseline. Akceptor amino
skupine je a-ketoglutarat koji prelazi u glutamat. Reakcija je katalizirana aminotransferazom uz

kofaktor piridoksal fosfat (PLP). (Preuzeto i prilagodeno prema Nelson i sur., 2021)

U ostalim tkivima amonijak skladisti glutamin koji ga pohranjuje u obliku amidne skupine. U
misi¢énom tkivu istu ulogu ima i aminokiselina alanin. Obje aminokiseline cirkulacijom dospijevaju
u jetru gdje se nastavlja metabolizam amonijaka. Pregled metabolizma amino skupine prikazan je

na Slici 2.
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Slika 2. Metabolizam amino skupine u jetri. Oslobodeni amonijak se transaminacijom pohranjuje
u obliku amino skupine glutamata (jetra) i alanina (misi¢i) i amidne skupine glutamina (ostala
tkiva). Visak dusika se U jetri izluCuje u obliku amonijaka, ureje ili uricne (mokraéne) kiseline.

(Preuzeto i prilagodeno prema Nelson i sur., 2021)

Razli¢ite skupine kraljeznjaka na razliCite nacine izlucuju amonijak. Ribe izlucuju amonijak
direktno u obliku NH4" iona u vodeni okolis. Kopneni kraljeznjaci moraju preradivati amonijak i

izlu¢ivati dusik u obliku mokra¢ne kiseline (ptice i gmazovi) ili ureje (sisavci i mnogi vodozemci).

Poznato je da je mozak posebno osjetljiv na visak amonijaka (Nelson i sur., 2021). Do
hiperamonijemije moze do¢i zbog urodenih deficita u ciklusu ureje (Gropman i sur., 2007),
nedovoljnog unosa arginina ili drugih intermedijera prehranom i raznih ste¢enih poremecaja rada
jetre (ciroza, oStecenje portalne vene itd.) (Dimski, 1994). Posljedice po ziv€ani sustav su
kognitivni i motori¢ki poremecaji, epilepticki napadaji, promjene ponasanja, hiperaktivno
ponasanje, depresija, hepaticka encefalopatija pa cak i stvaranje mozdanog edema i koma.
Normalnim odvijanjem ciklusa ureje u jetri odrzava se niska koncentracija amonijaka u krvi

sisavaca (<50 uM) (Braissant i sur., 2013).



2. Ciklus ureje

Kompletan ciklus ureje odvija se veCinom u jetri, a pretpostavlja se i manjim dijelom u
enterocitama u tankom crijevu, §to je i potvrdeno istrazivanjem ciklusa ureje kod svinja (Wu,
1995). Moguce je da ciklus ureje u enterocitama sluzi kao obrana od amonijaka koji se oslobada

tijekom probave proteina i aktivnoSc¢u crijevnu mikrobiote.

U biokemijskom putu sudjeluje ukupno pet enzima, redom: karbamoil fosfat sintetaza I i ornitin
transkarbamoilaza u matriksu mitohondrija te argininosukcinat sintetaza, argininosukcinaza i

arginaza u citosolu. Sve reakcije ciklusa ureje prikazane su na Slici 3.
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Slika 3. Reakcije ciklusa ureje prikazane po stani¢énim odjeljcima u hepatocitama. 1 — ornitin
transkarbamoilaza; 2a i b — argininosukcinat sintetaza; 3 — argininosukcinaza; 4 — arginaza.

(Preuzeto i prilagodeno prema Nelson i sur., 2021)




Amonijak u jetru dolazi krvlju u obliku aminokiselina unesenih probavom proteina ili iz drugih
tkiva u obliku glutamina i alanina (Slika 2.). U jednom ciklusu izluce se dvije amino skupine u
jednoj molekuli ureje: prva amino skupina kao karbamoil fosfat ulazi u ciklus te s ornitinom
sintetizira citrulin. Za sintezu karbamoil fosfata potrebna je energija u obliku dvije molekule ATP-
a 1 ugljikov dioksid koji je produkt oksidativnih reakcija u mitohondriju. Sinteza karbamoil fosfata
I citrulina odvija se u matriksu mitohondrija. Nakon transporta u citosol, citrulin reagira s donorom
druge amino skupine: aspartatom i uz utroSak ATP-a sintetiziraju argininosukcinat. Aspartat koji
ulazi u ciklus sintetizira se u mitohondriju transaminacijom izmedu glutamata i oksaloacetata,
jednog od intermedijera ciklusa limunske kiseline. Argininosukcinat se cijepa na arginin i fumarat
koji se dalje metabolizira u ciklusu limunske kiseline. Posljednja reakcija katalizirana arginazom
oslobada molekulu ornitina koji nastavlja kruziti u ciklusu ureje i molekulu ureje koja se oslobada

u citosol. Ureja iz jetre cirkulacijom dospijeva u bubrege odakle se izlu¢uje putem mokrace.

Uz navedene osnovne enzime, za normalno funkcioniranje ciklusa ureje potrebni su i dodatni
enzimi kao §to su glutaminaza i glutamat dehidrogenaza koje oslobadaju amonijak koji u jetru
dospijeva pohranjen u molekulama glutamina i glutamata (Slika 3.) te N-acetilglutamat sintaza
koja sintetizira N-acetilglutamat, kofaktor neophodan za rad karbamoil fosfat sintetaze I. Takoder,
u odvijanju ciklusa ureje bitni su i proteinski nosaci koji kroz membranu mitohondrija prenose
ornitin i citrulin te aspartat i glutamat. U jetri sisavaca ORC1 vrsi kontratransport mitohondrijskog
citrulina za citosolni ornitin, a citrin mitohondrijskog aspartata za citosolni glutamat i H* (Monné
i sur., 2019).

Ucinkovitost ciklusa ureje i maksimalno iskori§tavanje amonijaka postiZe se povezivanjem enzima
u kompleks zvan metabolon i usmjeravanjem produkta s jednog enzima na iduéi enzim u
biokemijskom putu (engl. supstrate channeling). Poznato je da mitohondrijski enzimi N-
acetilglutamat sintaza, karbamoil fosfat sintetaza | i ornitin transkarbamoilaza zajedno
kolokaliziraju uz unutra$nju membranu mitohondrija (Powers-Lee i sur., 1987; Haskins i sur.,
2021). Blizina membranskog transportera ORC1 omogucava usmjeravanje ornitina prema ornitin
transkarbamoilazi i odvodenje sintetiziranog citrulina u citosol (Cohen i sur., 1987). Takoder je
poznato da tri citosolna enzima: argininosukcinat sintetaza, argininosukcinaza i arginaza
kolokaliziraju oko mitohondrija i usmjeravaju vlastite intermedijere (Cheung i sur., 1989). Posebno
je jako usmjeravanje arginina izmedu argininosukcinaze i arginaze kojim se minimalizira

otpustanje arginina u citosol. Arginaza je ¢vrsto vezana za mitohondrije i ¢esto se ne moze odvojiti



ni viSestrukim ispiranjima u uvjetima povecane osmolarnosti prilikom izolacije mitohondrija

(Cheung i Raijman, 1981).

U nastavku rada fokus ¢e biti na metabolizmu arginina i vaznosti arginaza koje ne sudjeluju samo

u ciklusu ureje ve¢ i u drugim bitnim biokemijskim putevima.

3. Arginaze

U prethodnom poglavlju arginaza je navedena kao citosolni enzim koji katalizira zadnji korak u
ciklusu ureje: hidrolizu aminokiseline arginin na ureju i ornitin. Prvi put je otkrivena u velikim
koncentracijama u jetri 1904., a njena uloga dodatno je objasnjena 1932. godine kad su H. A. Krebs
i K. Henseleit opisali ciklus ureje (Wu i Morris, 1998). Navedeni enzim predstavlja jednu od dvije

poznate izoforme arginaze ureoteli¢nih Zivotinja.
3.1. Podjela arginaza

Arginaza je jedini enzim ciklusa ureje koji postoji u dvije izoforme: arginaza 1 i arginaza 2,
skra¢eno Al i A2. Kodirane su dvama razli¢itim genima na razli¢itim kromosomima (Dizikes i
sur., 1986) te se razlikuju po molekulskoj masi, naboju, smjestaju u stanici i ekspresiji u razli¢itim
tkivima. Arginaza 1 je smjeStena u citosolu i eksprimirana u jetri kao posljednji enzim ciklusa
ureje. Otkrivena je i u eritrocitima (samo kod primata), krvozilnom endotelu, bubrezima, tankom
crijevu, mozgu, mreznici i mijeloidnim stanicama (Kim i sur., 2002). Arginaza 2 je eksprimirana
u mitohondrijima bubrega, mozga, mreznice, jetre, tankog crijeva, krvozilnog endotela, prostate,
penisa, mlijecnih Zlijezda i mijeloidnih stanica (Caldwell i sur., 2018; Zhang i sur., 2024). U
bubrezima, mozgu i tankom crijevu obje su izoforme zastupljene jednakom aktivnosc¢u, dok u jetri

i eritrocitima Al ¢ini vise od 95 % ukupne aktivnosti arginaza (Spector i sur., 1983).

Obje izoforme kataliziraju istu reakciju i stvaraju iste produkte. Ornitin nastao u reakciji
kataliziranoj Al u jetri isklju¢ivo se reciklira u ciklusu ureje, a onaj nastao u enzimskoj reakciji u
mitohondriju pomoc¢u A2 sluzi kao prekursor za sintezu poliamina, prolina, glutamina i glutamata.
Zanimljivo je da su obje izoforme izrazene u jetri, u kojoj je uloga A2 do nedavno bila nepoznata
(Zhang i sur., 2024).



Danas se intenzivno istrazuje uloga arginaza u regulaciji sinteze metabolita arginina kao $to su

dusikov (IT) oksid, poliamini, kreatin, prolin, glutamin itd. (Wu i Morris, 1998).
3.2. Grada enzima i mehanizam katalize

Arginaze su po funkciji ureohidrolaze za &iju su aktivnost potrebni ioni mangana Mn?*.
Funkcionalni enzim graden je od tri identi¢ne podjedinice s tri kataliticka sredista. U aktivhom
mjestu svake podjedinice nalaze se po dva iona Mn?*, jedan sa $est, a drugi s pet koordinacijskih
veza unutar enzima. Posljednja koordinacijska veza stvara se tijekom stabilizacije prijelaznog

stanja (Kanyo i sur., 1996; Caldwell i sur., 2018). Grada enzima prikazana je modelom na Slici 4.

Slika 4. Trimerna struktura arginaze. Sivim kuglicama prikazani su parovi Mn?* iona. Na slici je

prikazana arginaza 1 (A1) ¢ovjeka. (Preuzeto iz Kanyo i sur., 1996)

PredloZeni mehanizam reakcije prikazan je na Slici 5.
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Slika 5. Predlozeni mehanizam hidrolize L-arginina na L-ornitin i ureju katalizirane arginazom. U
aktivnom mijestu sudjeluju dva iona Mn?* izmedu kojih je koordiniran OH- ion koji nukleofilno
napada gvanidijevu skupinu arginina. Dodatno su u katalizi bitni Asp-128 i Glu-277 koji
koordiniraju ione i prijelazno stanje te His-141 koji protonira izlazni ornitin. (Preuzeto i

prilagodeno prema Dutta i sur., 2019)

Ljudska Al sadrzi 322, a A2 354 aminokiselina (Dizikes i sur., 1986; Gotoh i sur., 1996). Primarna

struktura im se poklapa 59 %, a aktivna mjesta su 100 % identi¢na (Gotoh i sur., 1996).
3.3. Evolucija arginaza

Arginaza 2 je, za razliku od arginaze 1 koja je karakteristicna za ureoteline kraljeznjake,
evolucijski star mitohondrijski enzim kojeg ispoljavaju svi zivotni oblici od bakterija i kvasaca do
biljaka, beskraljeznjaka i kraljeznjaka (Dzik, 2014). Prva uloga arginaze je bila kontrola
metabolizma arginina u uvjetima rasta, razvoja, proliferacije, upale i popravka tkiva o ¢emu ¢e biti
rije¢ u idu¢em poglavlju. Duplikacijom gena kod kraljeznjaka arginaza ima i drugu ulogu:
izluCuvanje viska amonijaka u obliku ureje. Zanimljivo je da je utvrdena veéa sli¢nost izmedu A2
covjeka i zabe Xenopus laevis nego izmedu ljudskih A1 i A2 §to opucuje na zakljucak da se

duplikacija gena za arginazu dogodila prije razdvajanja vodozemaca i sisavca (Morris i sur., 1997).



4. Metabolizam arginina i uloga arginaza

Poznato je da se aminokiseline dijele na esencijalne i neesencijalne ovisno o tome moze li ih
organizam samostalno sintetizirati ili ih je potrebno unositi prehranom. Arginin se definira kao
esencijalna aminokiselina za jedinke u razvoju, a neesencijalna za odrasle jedinke osim u uvjetima
bolesti i traume. Tijekom razvoja organizma i oporavka tkiva potrebne su veée koli¢ine arginina
za sintezu kolagena i vezivnog tkiva od onog §to organizam moze sam sintetizirati (Barbul, 1986;
Wu i Morris, 1998).

Zanimljivo je da je arginin esencijalna aminokiselina i za neke viruse, primjerice SARS-Cov-2 i
viruse iz porodica Herpesviridae i Adenoviridae (Grimes i sur., 2021; Pedrazini i sur., 2024), koji
bez njega ne mogu sintetizirati nukleokapsidu. Stoga je jedan od novih pristupa lije¢enju virusnih
bolesti upotreba enzima koji trose arginin, medu kojima se klini¢ki ispituju pegziarginaza i druge

rekombinantne arginaze (Grimes i sur., 2021).
4.1. Biosinteza arginina

U odraslim se sisavcima arginin sintetizira u bubrezima iz citrulina sintetiziranog u tankom crijevu.
Citrulin se u tankom crijevu sintetizira iz glutamata, glutamina i prolina preko intermedijera L-A*-
pirolin-5-karboksilata (Wakabayashi i sur., 1983) (Slika 7.) Sintezu pirolin-5-karboksilata iz
glutamata i glutamina katalizira pirolin-5-karboksilat sintetaza eksprimirana samo u tankom
crijevu (Wu i sur., 1997). Pretpostavka je da se 25 % ukupnog glutamina u crijevu otpusta u
cirkulaciju kao citrulin (Barbul, 1986). Sinteza arginina u bubrezima je moguca jer su arginaza 2 i
biosintetski enzimi (argininosukcinat sintaza i argininosukcinaza) eksprimirani u razli¢itim
dijelovima nefrona (Dhanakoti i sur., 1992), dok u jetri, zbog velike relativne koncentracije
arginaze 1, sinteza nije moguca. Biosintetski put arginina naziva se i os crijeva - bubreg (engl.

intestinal-renal axis) i prikazan je na Slici 6.

Novorodencéad veéine sisavaca moze sintetizirati arginin u cijelosti u tankom crijevu (Wu i Morris,
1998). Relativna koncentracija arginina u proteinima u mlijeku manja od koncentracije u tjelesnim
proteinima (Davis i sur., 1993) zbog Cega je jako bitna uspjesna sinteza arginina de novo u ranom

periodu Zivota.
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Slika 6. Biosintetski put arginina ili os crijeva — bubreg (engl. intestinal-renal axis). Prikazan je i
ciklus ureje u jetri, ali njime se ne stvara neto arginin. (Preuzeto i prilagodeno prema Marti i Lindez

i Reith, 2021)
4.2. Produkti metabolizma arginina

Arginin je prekursor za sintezu proteina, ureje (opisano u poglavlju o ciklusu ureje), NO, poliamina,
prolina, glutamina, glutamata, kreatina i agmatina. Navedene se sinteze ne odvijaju u svim
stanicama zbog razlicite ekspresije potrebnih enzima u razli¢itim tkivima, stani¢nim odjeljcima i

fazama razvoja te pod utjecajem prehrane, citokina i hormona (Wu i Morris, 1998).
Najvazniji produkti metabolizma arginina prikazani su na Slici 7. te ¢e biti objaSnjeni u idu¢im
potpoglavljima.
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Slika 7. Biokemijski putevi iskoriStavanja arginina. Djelovanjem arginaze sintetiziraju se urea i
ornitin, a djelovanjem NOS dusikov (II) oksid i citrulin. Prikazan je i put recikliranja citrulina do
arginina pomoc¢u enzima ASS i ASL. Navedeni enzimi sudjeluju i u biosintezi arginina u bubrezima
i u ciklusu ureje u jetri. Ornitin je prekursor za sintezu poliamina pomoc¢u ODC i drugih
aminokiselina kao §to su prolin i glutamin pomoc¢u OAT. Kratice: NOS — dusik oksid sintaza, ASL
— argininosukcinaza; ASS — argininosukcinat sintaza; OTC — ornitin transkarbamoilaza; ODC —
ornitin dekarboksilaza; OAT — ornitin aminotransferaza. (Preuzeto i prilagodeno prema Caldwell i
sur., 2018).

4.2.1 DuSikov (IT) oksid - NO

Dusikov (II) oksid otkriven je 1988. godine kao jedan od produkata metabolizma arginina u
makrofagima i endotelnim stanicama krvnih zila (Wu i Morris, 1998). Danas se zna da se radi o
molekuli sintetiziranoj u brojnim tkivima s viSestrukim ulogama. Nastaje u reakciji oksidacije
arginina uz citrulin kao drugi produkt reakcije. Reakcija je katalizirana dusik oksid sintazom
(skraceno NOS). Poznato je da postoje tri izoforme NOS: NOS1/nNOS (neuronska dusik oksid
sintaza), NOS2/iNOS (inducibilna dusik oksid sintaza) i NOS3/eNOS (endotelna dusik oksid
sintaza). NOS1 i NOS3 u Ziv€anom sustavu i epitelnim stanicama konstitutivno su eksprimirane i
sintetiziraju male koli¢ine NO, dok se NOS2 eksprimira u vise tipova stanica (makrofagi, tumorske
stanice, hepatocite, keratinocite, glatke miSi¢e stanice itd.) pod odredenim stimulansima i

sintetizira velike koli¢ine NO (Vodovotz i sur., 1993).

nNOS je duSik oksid sintaza eksprimirana u Ziv€anim stanicama i sudjeluje u stani¢nom
signaliziranju, remodeliranju sinapsi, stvaranju memorije, prijenosu osjeta boli i otpuStanju

neurotransmitera (Garry i sur., 2015; Caldwell i sur., 2018).

U makrofagima je sinteza duSikovog oksida dio mehanizma urodene imunosti protiv
mikroorganizama i tumorskih stanica. iINOS se eksprimira pod utjecajem upalnih citokina koji se
luce tijekom imunosne reakcije, primjerice pod utjecajem interferona y (IFN-y) i bakterijskog
lipopolisaharda koji pojacavaju transkripciju gena za iINOS (Xie i sur., 1994). S druge, protuupalni
citokini kao §to su transformirajuci ¢imbenik rasta p (TGF-B), IL-4 i IL-8 sprjecavaju sintezu NO
u uvjetima kad se organizam ne brani od patogena. TGF-f smanjuje stabilnost mRNA i potice
degradaciju sintetiziranog iNOS (Vodovotz i sur., 1993).



NO sintetiziran u krvozilnom endotelu relaksira (vazodilatira) krvne Zile, sprjeCava agregaciju
trombocita i leukocita (Palmer i sur., 1988) i na taj nacin odrzava normalan protok krvi. U glatkim
misi¢ima krvnih Zila NO aktivira gvanilat ciklazu koja pretvara GTP u cGMP. cGMP je signalna
molekula koja aktivacijom kalcijevih pumpi preko protein kinaza izbacuje kalcijeve ione iz
citoplazme u sarkoplazmatski retikulum i izvan stanice. Smanjenje koncentracije kalcija u stanici
uzrokuje relaksaciju glatkih misica (Caldwell i sur., 2018). NO smanjuje izrazaj endotelnih
adhezijskih molekula kao $to su E-selektin i VCAM-1 (engl. vascular cell adhesion molecule-1)
koje omogucavaju adheziju leukocita na stijenke krvnih Zila (De Caterina i sur., 1995). Dakle, NO
ima znac¢ajnu ulogu u sprjecavanju nastanka ateroskleroznih promjena na stijenkama krvnih zila i
prevenciji endotelne disfunkcije (Caldwell i sur., 2018). Endotelna dusik oksid sintaza (eNOS)
vezana je za membranu epitelnih stanica u podruéju kaveola. Blizina membranskog transportera
arginina  CAT-1 (kationskog aminokiselinskog transportera 1) omogucava uéinkovito
iskori§tavanje arginina koji ulazi u stanicu. Sinteza NO u endotelnim stanicama i recikliranje

citrulina prikazano je na Slici 8.
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Slika 8. Sinteza NO i citrulina u endotelnim stanicama pomoc¢u eNOS ili NOS3. Aktivni enzim na
sebe veze FAD, FMN, NADP, Ca?*, kalmodulin, BH4 i hem. Za vezanje na membranu kaveola
bitna je modifikacije enzima miristoilacijom ili palmitoilacijom. Sintetizirani NO oslobada se iz

stanice, a citrulin se pomo¢u enzima ASS i ASL regenerira u arginin. Kratice: eNOS — endotelna



dusik oksid sintaza, CAT-1 — kationski aminokiselinski transporter 1, FMN/FAD - flavin
mononukleotid/flavin adenin dinukleotid, BH4 — tetrahidrobiopterin, P — hem, ASS -
argininosukcinat sintaza, ASL — argininosukcinaza. (Preuzeto i prilagodeno prema Caldwell i sur.,
2018).

Arginin je supstrat za arginaze i dusik oksid sintaze odnosno za sintezu ornitina ili citrulina i NO.
Navedene se enzimske reakcije razlikuju po kinetickim parametrima. Michaelis-Mentenina
konstanta (koncentracija supstrata pri kojoj je brzina reakcije polovica maksimalne) Kn, za arginaze
iznosi 2 mM (Hecker i sur., 1990), a za eNOS 3 uM (Pollock i sur., 1991). Prema navedenom
parametru eNOS ima puno veéi afinitet za arginin od arginaze (reda veli¢ine tri). Medutim, s
obzirom da je reakcija hidrolize arginina oko 1000 puta brza od reakcije oksidacije, arginaze i dusik
oksid sintaze mogu kompetirati i podjednako iskoristavati supstrat u tkivima koja eksprimiraju oba
enzima (Caldwell i sur., 2018). Takav je slu¢aj mogu¢ u krvozilnim endotelnim stanicama u kojima
arginaze 1 i 2 ogranic¢avaju sintezu NO (Beleznai i sur. 2011; Shosha i sur. 2021). Pojacana
aktivnost arginaza pridonosi razvoju brojnih bolesti pracenih endotelnom disfunkcijom kao $to su

ateroskleroza, visoki tlak i dijabetes (Lerman i Zeiher, 2005).

Smanjenjem koli¢ine dostupnog arginina za sintezu NO dolazi do tzv. NOS uncoupling-a. Tada
NO sintaza kao glavni supstrat koristi kisik i stvara superoksidne ione O™ (Kaesemeyer i sur.,
2000). Superoksidni anioni u reakciji s NO stvaraju toksi¢ni peroksinitrit ONOO™ velike
oksidacijske sposobnosti u organizmu (Beckman i sur., 1990). Moze oksidirati tetrahidrobiopterin
BH4, koji je kofaktor NOS-a, u BH: i tako dodatno smanjiti sintezu NO (Katusic i sur., 2009).
Dodatno je poznato da manjak arginina u stanici inhibira translaciju iNOS (Lee i sur., 2003). Niska
koncentracija NO u stanici omogucava nitrozilaciju cisteinskog bo¢nog ogranka arginaze 1 ¢ime

se dodatno povecava aktivnost arginaze 1 (Santhanam i sur., 2007).

Dvije reakcije koje kompetiraju za arginin i njihovi produkti prikazani su na Slici 9.
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Slika 9. Sinteza ureje i ornitina pomocu arginaze te sinteza citrulina i NO pomoc¢u NO sintaze.
Vidljiv je i nastanak peroksinitrita ONOO™ iz NO i superoksida O2™ u uvjetima potrosnje arginina
uslijed povecane ekspresije arginaze. Prolin sintetiziran iz ornitina neophodan je za izgradnju

kolagena, a poliamini za rast stanica. (Preuzeto i prilagodeno prema Caldwell i sur., 2018)

Dusikov (IT) oksid i citrulin su najvazniji metaboliti koji nastaju oksidacijom arginina pomocu

NOS. U nastavku ¢e biti rije¢ o metabolitima koji se sintetiziraju iz arginina djelovanjem arginaza.

4.2.1. Poliamini

Poliamini se sintetiziraju iz ornitina u reakciji kataliziranoj ornitin dekarboksilazom (ODC) preko
intermedijera putrescina. Radi se o skupini organskih molekula od kojih su najvazniji spermin i
spermidin i sintetiziraju se i u prokariotskim i u eukariotskim stanicama (Heby, 1981) uz iznimku
dva reda arheja (Hamana i Matsuzaki, 1992). Alternativni na¢in sinteze poliamina je od agmantina,
jo$ jednog metabolita arginina, pomocu arginin dekarboksilaze (ADC) (Caldwell i sur., 2018).
Uloga poliamina u organizmu je visestruka i kompleksna. Imaju esencijalnu ulogu u regulaciji
proliferacije, diferencijacije i stani¢ne smrti te U razvoju ziv¢anog sustava, upali i obnovi tkiva
(Wallace i sur., 2003).

Kao polikationi poliamini imaju mogucnost povezivanja negativno nabijenih makromolekula.
Tako sudjeluju u stvaranju sekundarnih struktura u molekuli DNA i u interakcijama DNA s
jezgrinim matriksom (Matthews, 1993; Basu i sur., 1993). Vezu se na membranske fosfolipide te
reguliraju funkciju enzima vezanih na stanicnu membranu (adenilat ciklaza, glutaminaza itd.) i
ionskih kanala (naponom reguliran kalcijev kanal, kalijev kanal itd.) (Wright i sur., 1978; Schuber,
1989; Williams, 1997; Beninati i sur., 1998).



Tijekom stani¢nog ciklusa koncentracija ODC-a i poliamina se ciklicki mijenja te oni, kao i ciklini
I ciklin-ovisne kinaze, reguliraju prijelaz izmedu faza stani¢nog ciklusa. Ovisno o okolisnim
signalima poti¢u rast ili smrt stanica (Wallace i sur., 2003). Programirana stani¢na smrt uzrokovana
je oksidacijom spermina i spermidina uz oslobadanje vodikovog peroksida H2O» (Ha i sur., 1997).

Poznato je i da tumorske stanice sadrze povec¢anu koncentraciju poliamina (Wallace i sur., 2003).

Arginaze sprije¢avaju apoptozu ziv¢anih stanica jer inhibiraju sintezu dusikovog oksida i proteina,
a arginin usmjeravaju za sintezu poliamina. Smanjena sinteza proteina i NO omogucuje duze
prezivljavanje stanica (Esch i sur., 1998). Ornitin dekarboksilaza (ODC) je najviSe eksprimirana u
mozgu u vrijeme najintenzivnijeg razvoja i sazrijevanja kada su poliamini neophodni za migraciju

stanica, aksonogenezu i sinaptogenezu (Slotkin i Bartolome, 1986).
4.2.2. Prolin

L-prolin je ciklicka aminokiselina koja se sintetizira iz ornitina preko intermedijera pirolin-5-
karboksilata pomoc¢u ornitin aminotransferaze (OAT) i pirolin-5-karboksilat reduktaze (Wu i
Morris, 1998). Neophodna je aminokiselina za sintezu kolagena, proteina koji gradi izvanstani¢ni
matriks. Kolagen je graden od aminokiselina glicina i prolina te derivata 4-hidroksiprolina i
hidroksilizina. Dakle, ekspresija arginaza je ograni¢avajuéi ¢cimbenik za sintezu prolina i izgradnju
izvanstani¢nog matriksa vezivnog tkiva (Pegg i McCann, 1982). 1z ornitina preko pirolin-5-
karboksilata moze se sintetizirati i glutamat uz katalizu pirolin-5-karboksilat dehidrogenaze (Slika
7.) (Wu i Morris, 1998).

Prolin i poliamini s jedne strane te NO s druge strane najvazniji su derivati arginina sintetizirani u
razli¢itim fazama popravka tkiva nakon oStecenja. OStecenje tkiva moZe nastati uslijed napada
patogena, mehanickog ozljedivanja tkiva, hipoksije itd. U prvoj upalnoj fazi, aktivirani tkivni
makrofagi sintetiziraju velike koli¢ine NO i superoksida Oz pomoc¢u iNOS i NADPH oksidaze.
Povecana oksidacijska i citotoksi¢na aktivnost ubija patogene, ali i ustecuje vlastito tkivo. Nakon
nekoliko dana, u fazi proliferacije i popravka pojacana ekspresija arginaza uzrokuje povecanu

sintezu poliamina i prolina te obnovu i rast tkiva (Satriano, 2004; Caldwell i sur., 2018).



5. Uloga arginaza u bolesti

Promijenjena ekspresija i aktivnost arginaza jedan je od uzroka brojnih patoloskih stanja koja
zahvacaju vise organskih sustava, od krvozilnog i Ziv€anog do imunoloskog sustava. O uzrocima

razvoja tih bolesti bit ¢e rije¢ u nastavku poglavlja.
5.1. Bolesti srca i krvozilnog sustava

Poznata je uloga NO u dilataciji krvnih zila i odrzavanju normalnog protoka krvi. Brojne bolesti
uzrokovane disfunkcijom krvozilnog endotela (vazokonstrikcijom, stvaranjem tromba i upalom)
pracene su smanjenom sintezom NO zbog povecane ekspresije i aktivnosti arginaze 11 2 (Caldwell
i sur., 2018). Povecana sinteza ornitina i njegovih produkata poliamina i prolina u krvozilnom
sustavu dovodi do proliferacije (hiperplazije) glatkih misica te fibroze srca i krvnih Zzila uslijed
poveéanog odlaganja kolagena i fibronektina (Caldwell et al., 2018; Durante, 2013). Navedene
strukturne promjene u gradi stijenke krvnih Zila nastaju pove¢anjem aktivnosti arginaza tijekom
starenja (Berkowitz i sur., 2003), ali i uslijed patoloskih promjena i stimulansa. Medu takvim
stimulansima otkrivenim u ljudima i drugim sisavcima su IL-4 i 13, hipoksija, trombin, bakterijski
lipopolisaharid (LPS) i pneumolizin, TNF-a, reaktivne kisikove vrste (ROS), oxLDL itd. (Durante,
2013; Lucas i sur., 2014). U ljudskim glatkim miSi¢nim stanicama IL-13 i hipoksija djeluju kao
induktori arginaze 2 te poti¢u njihovu proliferaciju (Chen i sur., 2012; Cho i sur., 2013). U ljudskim
endotelnim stanicama pojacano se eksprimiraju arginaza 1 pod utjecajem LPS-a i TNF-a i arginaza
2 pod utjecajem hipoksije, trombina i visoke razine glukoze u krvi (Ming i sur., 2004; Romero i
sur., 2008). Stoga arginaze okupiraju velik interes znanstvenika kao jedna od obecavajucih meta u
razvoju terapija za lijecenje bolesti srca i krvnih zila (Durante, 2013). Presjek najéescéih bolesti ¢iji

su uzro¢nik arginaze prikazan je na Slici 10.
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Slika 10. Bolesti srca i krvnih zila uzrokovane promijenjenom ekspresijom ili aktivnosti arginaza.
Arginaze mijenjaju stani¢ne procese makrofagnih, endotelnih, glatkih miSi¢nih i sréanih stanica.
Kratice: ROS — reaktivne kisikove vrste; ARG1- arginaza 1; ARG2 — arginaza 2; NO — dusikov
(1) oksid; (Preuzeto i prilagodeno prema Li i sur., 2022)

5.1.1. Hipertenzija

vvvvv

i smanjenim stvaranjem NO je poviseni krvni tlak (hipertenzija). Radi se o bolesti koja zahvaca
preko 1,28 milijardi ljudi u dobi od 30 do 79 godina (WHO, 2023). Hipertenzija se dijeli na
primarnu (esencijalnu, idiopatsku) koja nema odredeni uzrok, a javlja se pod utjecajem genetskih
i okoli$nih ¢imbenika (Carretero i Oparil, 2000) i sekundarnu hipertenziju koja ima odredeni uzrok
i javlja se u svega 5-10 % slucajeva hipertenzije. Cesti uzroci sekundarne hipertenzije su bubrezne
bolesti, renovaskularna hipertenzija, aldosteronizam, opstruktivna apneja u snu, Cushingov
sindrom i poremecen rad Stitnjace (Charles i sur., 2017). Jedna od obec¢avaju¢ih metoda lijecenja
hipertenzije je upotreba inhibitora arginaze. Jedan od ispitivanih inhibitora arginaze, Nw-hidroksi-
nor-L-arginin (nor-NOHA) klini¢ki se ispituje, a na modelu Stakora dokazano je da ucinkovito
snizava krvni tlak u sluc¢aju primarne hipertenzije, povecava sintezu NO 1 smanjuje odlaganje

kolagena, remodeliranje stijenke aorte i hipertrofiju lijevog ventrikula srca (Bagnost i sur., 2010).
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5.1.2. Plu¢na arterijska hipertenzija (PAH)

Plu¢na arterijska hipertenzija letalna je bolest uzrokovana jakom vazokonstrikcijom, trombozom i
patofizioloskim promjenama u stijenkama disnih putova (Humbert i sur., 2004). Karakteristika
PAH-a je povecana ekspresija arginaze 2 koja se inducira u stanju hipoksije pomocu
transkripcijskog ¢imbenika HIF-2a (engl. hypoxia-inducible transcription factor) (Chen i sur.,
2009; Cowburn i sur., 2016). Terapije istrazivane na zivotinjskim modelima temeljene su na
inhibiciji arginaze 2 i uspjes$no smanjuju tlak i odlaganje kolagena u pluénoj cirkulaciji i usporavaju

razvoj pluéne arterijske hipertenzije u stanju hipoksije (Grasemann i sur., 2015; Chu i sur., 2016).
5.1.3. Srpasta anemija

Srpasta anemija recesivna je bolest uzrokovana tockastom mutacijom u genu za 3 lanac
hemoglobina. Mutirani hemoglobin u deoksigeniranom stanju polimerizira te zbog toga eritrociti
poprimaju srpasti umjesto karakteristicnog bikonkavnog oblika. Zbog otezanog protoka kroz
kapilare eritrociti se lako liziraju te ispustaju unutarstani¢ni sadrzaj. Oslobodeni hemoglobin, hem
1 arginaza 1 remete rad endotela te uzrokuju povisenje tlaka u pluénoj cirkulaciji i razvoj akutnog
sindroma prsnog kosa (Potoka & Gladwin, 2015). Uz poviSenu razinu arginaze 1 koja kompetira
za arginin i smanjuje sintezu NO, razina NO u krvi se dodatno smanjuje vezanjem na oslobodeni
hemoglobin (Kato i sur., 2017). Povisena razina poliamina i prolina ubrzava fibrozu pluca
(Caldwell i sur., 2018). Povec¢ani unos arginina i citrulina ili uporaba inhibitora arginaze u
animalnim modelima ublazava posljedice srpaste anemije i smanjuje sistemsku i pluénu

hipertenziju (Morris 2006; Steppan i sur., 2016).
5.1.4. Dijabetes i kardiovaskularne bolesti

Brojne su popratne bolesti 1 komplikacije koje se mogu pojaviti kao posljedica dijabetesa. Medu
njima su najceS¢e kardiovaskularne bolesti. Karakteriziraju ih endotelna disfunkcija, fibroza i
zadebljanje stijenki krvnih zila prac¢eni povisenom koncentracijom arginaze 1 u krvi (Kévamees i
sur., 2016). Jedna od komplikacija kod kojih je zabiljeZena povecana aktivnost arginaze 1 je
dijabeticka retinopatija kod miSeva 1 Stakora. Zahvaca kapilare u oku te oStecuje mreznicu 1 moze
dovesti do sljepo¢e (Elms i sur., 2013). Bitno je spomenuti i koronarnu bolest koja zahvaca
koronarne arterije koje opskrbljuju sré¢ani misi¢ krvlju. Koristenje inhibitora arginaze, primjerice

NC-hidroksi-L-arginina (L-NOHA) i nor-NOHA ima perspektivu u lije¢enju koronarne bolesti



(Beleznai i sur., 2011; Gronros i sur., 2011) $to je dokazano i klini¢kim ispitivanjem na ljudima s

dijabetesom i koronarnom bolesti (Shemyakin i sur., 2012).

Arginaza 1 je poviSeno eksprimirana i u pretilosti u jetri, krvozilnom endotelu i proupalnim M1
makrofagima (Caldwell i sur., 2018). MiSevi hranjeni tzv. zapadnja¢om hranom s velikim udjelom
masti i saharoze imaju povisen razinu arginaze i u kosti i kostanoj mozdini §to uzrokuje smanjenje

gustoce 1 volumena kosti (Bhatta i sur., 2015).
5.1.5. Ateroskleroza

Najozbiljnija bolest koja zahvaca arterijske stijenke je ateroskleroza. Razvoj ateroskleroze
uzrokovan je disfunkcijom endotela gdje se uslijed razvoja upale i formiranja plaka promjer zile
smanjuje i otezava protok krvi. Disfunkcija endotela nastaje zbog pojacane ekspresije arginaze 2,
a glavni okida¢ za indukciju njene ekspresije su oksidirane lipoproteinske Cestice niske gustoce
(oxLDL) (Ryoo i sur., 2006). OXLDL ¢estice nakupljaju se uz stijenku, aktiviraju endotelne stanice
na izrazaj adhezijskih molekula ¢ime se omogucava adhezija leukocita na endotel krvnih zila 1
migracija u unutarnje slojeve arterijske stijenke (tunica intima). Aktivirani makrofagi M1
sintetiziraju reaktivne vrste kisika (ROS, engl. reactive oxygen species) i proteoliticke enzima koji
degradiraju izvanstani¢ni matriks vaskularnog tkiva i uzrokuju destabilizaciju plaka (Poznyak i
sur., 2021). Jedna od potencijalnih metoda lijeCenja je blokiranje receptora LOX-1 (engl. lectin-
like oxidized low-density lipoprotein receptor) na kojeg se vezu oxLLDL cestice i pokrecu signalni
put kojim se aktivira arginaza 2. Enzim se aktivira cijepanjem N-terminalnog dijela pomocéu
mitohondrijskih procesiraju¢ih peptidaza (MPP) i seljenjem iz mitohondrija u citosol (Pandey 1
sur., 2014a). OxLDL ¢estice poticu 1 ekspresiju arginaze 2 na transkripcijskoj razini smanjujuci

razinu histon deacetilaze 2 koja suprimira transkripciju arginaze 2 (Pandey i sur., 2014b).

Zanimljivo je da arginaza 1 eksprimirana u M2 makrofagima ima zaStitnu ulogu u razvoju
ateroskleroze. S obzirom da M2 makrofagi djeluju protuupalno, uloga arginaze 1 je utiSavanje
upalnih reakcija i stabilizacija plaka (Durante, 2013). Stoga arginaze 1 i 2 imaju suprotne ucinke u

razvoju ateroskleroze §to je prikazano i na Slici 11.
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Slika 11. U¢inak arginaze 1 iz M2 makrofaga i arginaze 2 iz endotela na regulaciju stvaranja plaka

u aterosklerozi. (Preuzeto i prilagodeno prema Durante, 2013)

S obzirom na recipro¢nu ulogu arginaza u nastanku ateroskleroze, novi pristup lijecenju je
pronalazak lijekova koji inhibiraju isklju¢ivo arginazu 2. Dosad poznati inhibitori (2(S)-amino-6-
boronoheksanoi¢na kiselina, S-(2-boronoetil)-L-cistein, nor-NOHA itd.) nisu specifiéni za
odredenu izoformu. Takoder je fokus istrazivanja na upotrebi siRNA molekula za utiSavanje
arginaze 2 u krvnim Zilama (Shin i sur., 2012). Zanimljivo je i da unos antioksidansa prehranom
povecéava razinu arginaze 1, smanjuje razinu arginaze 2 i poti¢e endotelnu funkciju. Primjeri takvih
antioksidansa su flavanoli iz kakaa i polifenoli iz crnog vina (Schnorr i sur., 2008; Dal-Ros i sur.,
2012).

5.1.6. Ishemijsko-reperfuzijska ozljeda miokarda

Ishemija miokarda (infarkt) teSko je oStecenje sr€anog miSi¢a koje nastaje zbog zacepljenja
koronarnih arterija. Kako bi se sprijecilo Sirenje ishemije po cijelom srcu, infarkt se lijeci
reperfuzijom kojom se brzo i u¢inkovito obnavlja krvotok kroz zacepljene Zile. Dvije koristene
metode su tromboliza, kojom se lijekovima poti¢e razgradnja krvnih ugruSaka, i perkutana
koronarna intervencija (PCI), kojom se u zacepljenu zilu ugraduje stent (Hausenloy i Yellon, 2013).
Metode reperfuzije ¢esto mogu dodatno ostetiti miokard uslijed sinteze ROS-ova i proupalnih
citokina te aktivacije endotela i adhezije neutrofila (Caldwell i sur., 2018). Klju¢nu ulogu u
nastanku ozljede ima poviSena aktivnost arginaza 1 i 2. Tretiranje laboratorijskih Zivotinja
inhibitorom arginaza nor-NOHA pri ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi povecava sintezu NO, S§iri
krvne Zile i povecava protok krvi te ogranicava podruc¢je miokarda zahvaceno infarktom (Gonon

i sur., 2012; Gronros i sur., 2013; Caldwell i sur., 2018).

5.2. Bubrezne bolesti



Medu ¢estim uzrocima bubreznih bolesti su povisen krvni tlak i dijabetes opisani u prethodnom
potpoglavlju o bolestima srca i krvnih zila. Zatajenje bubrega je krajnji stadij u bolestima kao $to
su dijabeticka nefropatija, hipertenzivna nefropatija i glomerulonefritis za koje je karakteristicna

povisena razina arginaze 2 u bubregu ( Morris i sur., 2011; Caldwell i sur., 2018).

Dijabeticka nefropatija je kroni¢na progresivna bolest koja pocinje glomerularnom hiperfiltracijom
I hipertrofijom, a nastavlja se zadebljanjem glomerularne bazalne membrane, endotelnom
disfunkcijom i filtracijom albumina. Cesto u roku od pet godina dolazi do zatajenja rada bubrega
(Morris i sur., 2011). Arginaza 2 eksprimirana u bubregu sudjeluje u katabolizmu arginina
sintetiziranog u enzimskim reakcijama u crijevu i bubregu (sinteza arginina opisana je u
potpoglavlju 4.1.). Nove uloge arginaze 2 se joS razjasnjavaju, ali poznato je da smanjena sinteza
NO uzrokuje smanjeni protok krvi kroz srz bubrega (Morris 1 sur., 2011). U slucaju dijabetesa
blokiranje arginaze smanjuje oSteCenje bubrega. Tretman inhibitorima arginaza smanjuje
albuminuriju, koncentraciju ureje u krvi, histopatoloske promjene u bubregu i aktivnost makrofaga

u laboratorijskim zivotinjama (You i sur., 2015).

Nova istrazivanja otkrivaju ulogu arginaza u razvoju bubreznog visokog tlaka, ali mehanizam jo$

nije jasan (Caldwell i sur., 2018).
5.3. Imunosne bolesti 1 tumori

Makrofagi su leukociti koji nastaju iz mijeloidnog progenitora i imaju strazarsku ulogu U svim
tkivima i organima. Ovisno o signalima iz okolista aktiviraju se i polariziraju na M1 ili M2
makrofage. Glavna zada¢a M1 makrofaga je fagocitiranje patogena, tumorskih i umrlih stanica te
predocavanje antigena T limfocitima ¢ime djeluju kao posrednik izmedu urodene nespecifi¢ne i
stecene specifiéne imunosne reakcije. Makrofagi polariziraju u M1 tip pod utjecajem patogenih
molekularnih obrazaca (PAMP, engl. patogen-associated molecular patterns) i interferona y (IFN-
v). M2 makrofagi, aktivirani pod utjecajem protuupalnih citokina Il-4 i 13, imaju ulogu u oporavku
tkiva nakon Imunosne reakcije, poti¢u angiogenezu i sintezu kolagena u izvanstanicnom matriksu
(Abbas i sur., 2018). M1 makrofagi eksprimiraju velike koli¢ine iNOS i trose arginin za Sintezu
mikrobicidnog NO, a M2 eksprimiraju arginazu 1 za sintezu ornitina. Ornitin se tro$i na sintezu
poliamina za proliferaciju i prolina za izgradnju kolagena i vezivnog tkiva (Caldewell i sur., 2018).

Pojednostavljeno se makrofagi dijele na M1 i M2, ali poznato je da se M2 makrofagi, ovisno o



citokinima koji ih aktiviraju, diferenciraju na M2a, b i ¢ makrofage s razliCitim funkcijama
(Mantovani i sur., 2004).

5.3.1. Arginaze u razvoju tumora

Stanice steCene imunosti koje brane organizam od virusa, mikroorganizama i tumora su
citotoksi¢ne T-stanice (CD8* T-limfociti) i T-pomoénicke stanice 1 (Twl, CDA4" T-stanice)
(Speiser i sur., 2016). Imunosni sustav ne uspijeva uvijek ukloniti izvor bolesti i tad se javljaju
kroni¢ne upalne bolesti, infekcije i tumori (Caldwell i sur., 2018). Razlog tome je $to je pocetni
Imunosni odgovor stanica T jak, a potom slabi zbog aktivacije supresijskin mehanizama. U
suprotnom bi dugotrajna jaka imunoloska reakcija ostetila tkivo. Zbog toga Imunosni sustav ¢esto
ne uspijeva eliminirati tumor. Nefunkcionalne T-stanice slabo proliferiraju, lu¢e malo citokina,
eksprimiraju inhibitorne receptore (CTLA-4 i PD-1) i citotoksi¢ne molekule (granzim B) (Speiser
i sur., 2016). Na Slici 12. prikazani su ¢imbenici u tumorskom mikrookolisu koji onemogucavaju

normalno funkcioniranje T-stanica u obrani od tumora.
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Slika 12. Disfunkcionalne antitumorske T-stanice (CD8" i Twl) i ¢imbenici u tumorskom
mikrookolisu koji ograni¢avaju normalno funkcioniranje T-stanica. Nutrijente potrebne za
aktivaciju 1 proliferaciju antitumorskih stanica troSe tumorske i supresorske stanice koje luce

imunosupresivne metabolite i citokine. Neke od stanica koje suprimiraju odgovor antitumorskih



stanica T su: antigen predo¢ne stanice, T regulatorne stanice, M2 makrofagi i mijeloidne
supresorske stanice. Kratice: PGE2 - prostaglandin E2; APC - antigen predoc¢ne stanice; Treg Stanice
- T regulatorne stanice; MDSC - mijeloidne supresorske stanice; TGFp - transformirajuéi ¢imbenik
rasta f3; IL-6/IL-10 - interleukin 6/interleukin 10; VEGF - ¢imbenik rasta krvozilnog endotela.

(Preuzeto i prilagodeno prema Speiser i sur., 2016)

Jedan od razloga disfunkcije stanica T u tumorskom, upalnom i infekcijom zahvac¢enom tkivu su
mijeloidne supresorske stanice (MDSC, engl. myeloid-derived suppressor cells), urodene
limfoidne stanice 2 (ILC-2, engl. innate lymphoid cells 2) i makrofagi pridruzeni tumoru (TAM,
engl. tumour-associated macrophages) koji sintetiziraju NO, ROS-ove, peroksinitrit i arginazu 1
(Monticelli i sur., 2016). Mijeloidne supresorske stanice su heterogena populacija mijeloidnih
progenitora, nezrelih makrofaga, granulocita 1 dendritickih stanica, a nakupljaju se u limofidnom 1
tumorskom tkivu (Gabrilovich i Nagaraj, 2009). PoviSena razina arginaze 1 1 iNOS u tim stanicama
omogucava troSenje arginina nuznog za proliferaciju T-stanica (Bronte i Zannovello, 2005).
Zanimljivo je da se u supresorskim stanicama zajedno eksprimiraju arginaza 1 i iNOS iako imaju
suprotne uc¢inke i inhibiraju funkciju jedan drugoga (objasnjeno u potpoglavlju 4.2.1.) (Caldwell i
sur., 2018).

Nedostatak neke aminokiseline, u ovom slucaju arginina, zaustavlja sintezu proteina. Nakupljanje
»praznih® aminoacil-tRNA aktivira GCN2 kinazu (engl. general control non-derepressible 2
kinase) koja fosforilira transkripcijski inicijacijski ¢imbenik elF2a. Zbog toga kompleks elF2 ne
moze vezati metionil-tRNA 1 zapoceti sintezu proteina (metionin je prva aminokiselina U

novosintetiziranom peptidnom lancu) (Holcik & Sonenberg, 2005; Caldwell i sur., 2018;).

Vaznost arginina za funkcioniranje T-limfocita kod ljudi je dokazana nakon fizicke traume,
transplatacije jetre ili razvoja tumora uslijed ¢ega se povecava koncentracija arginaze 1 u krvi, a
smanjuje koncentracija arginina (Caldwell i sur., 2018). Manjak arginina i zaustavljanje sinteze
proteina ogranicava sintezu IL-2 i ekspresiju biljega CD25 (receptora za IL-2) i CD3(. CD3( je
transmembranska molekula pridruzena specifiécnom receptoru na povrsini limfocita T (TCR) i
neophodna je za prijenos signala u stanicu nakon prepoznavanja antigena (Rodriguez i sur., 2003;
Caldwell i sur., 2018). Takoder, T-stanice bez dostupnog arginina zaustavljaju se u Go-G1 fazi zbog
povecane ekspresije ciklin ovisne kinaze 6 te nemoguénosti ekspresije ciklina D3 i ciklin ovisne

kinaze 4. Ciklin D3 i ciklin ovisna kinaza 4 reguliraju prelazak iz G1 u S fazu stani¢nog ciklusa



(Rodriguez i sur., 2010). NO potic¢e apoptozu T-stanica, smanjuje ekspresiju MHC Il u antigen
predo¢nim stanicama i inhibira Janus kinazu 3 (JAK3) i transkripcijski ¢imbenik STATS (engl.
signal transducer and activator of transcription 5) koji prenose signal u T-stanicama (Bingisser i
sur., 1998; Rivoltini i sur., 2002; Caldwell i sur., 2018).

U uvjetima in vitro dokazano je da dodatak arginina ili inhibitora arginaze poboljsava funkciju T-
stanica omogucujuéi njihovu proliferaciju i veéu ekspresiju CD3( (Rodriguez i sur., 2003).
Medutim, prema danasnjim klini¢kim istrazivanjima u¢inkovito lijeenje tumora kojima je za rast
nuzan arginin (akutna limfoblasticna, akutna mijeloblasti¢na leukemija, melanom, karcinom jetre
1 gusSterace) moze se POSti¢i troSenjem arginina. Takvim tumorima nedostaju argininosukcinat
sintetaza ili ornitin transkarbamoilaza, enzimi koji sudjeluju u biosintetskom putu arginina te nisu
eksprimirani samo u jetri kao dio ciklusa ureje i u bubrezima u kojima se vrsi biosinteza vecine
arginina u organizmu (Fultang i sur., 2016; Caldwell i sur., 2018). TroSenje arginina u tumorskom
tkivu u klini¢kim se ispitivanjima postize koriStenjem arginaze 1 modificirane polietilen-glikolom

(peg-Al) ili modificiranom arginin deiminazom (peg-ADI) porijeklom iz mikobakterija.

Moguce je i lijeCenje zaustavljanjem supresijskih mehanizama koji onemogucavaju proliferaciju
funkcionalnih T-stanica. Supresijski mehanizmi mogu se zaustaviti ciljanjem inhibicijskih
receptora (CTLA-1, PD-1 itd.), nepozeljnih supresijskih metabolita, arginaze 1, Treg Stanica,
mijeloidnih supresorskih stanica (MDSC) ili M2 makrofaga (Gabrilovich & Nagaraj, 2009; Speiser
i sur., 2016). Uspjesni rezultati u lije¢enju melanoma na vise od 1800 pacijenata postigli su se
uporabom ipilimumaba, lijeka koji djeluje kao protutijelo na CTLA-4 (Schadendorg i sur., 2015),
a pembrolizumab koji inhibira PD-1 koristi se za lijeCenje viSe tipova raka u SAD-u od 2014.
godine (Garon i sur., 2015). Aktivnost mijeloidnih supresorskih stanica (MDSC) moze se zaustaviti
blokiranjem ekspresije arginaze 1. Jedna od metoda kojima se blokira ekspresija arginaze 1 u
supresorskim stanicama je blokiranje ciklooksigenaze 2 (COX2) koja sintetizira prostaglandin E2
potreban za indukciju ekspresiju arginaze 1 u nekim tumorima (dokazano u sluéaju raka pluca i
dojke) (Rodriguez i sur., 2005; Sinha i sur., 2007).

Zaklju¢no na kraju potpoglavlja o Imunosni bolestima i tumorima, arginin je aminokiselina
neophodna za sintezu proteina i u tumorskim stanicama i u T-limfocitima koji imaju ulogu obrane
od tumora. Arginaza 1 eksprimirana u supresorskim stanicama trosi arginin te, uz ostale

mehanizme supresije, ograni¢ava proliferaciju i normalno funkcioniranje T limfocita koji zbog



toga ne mogu ucinkovito ukloniti tumor, kroni¢nu upalu ili infekciju. Uz brojne druge metode koje
se danas ispituju ili ve¢ Siroko koriste u lijeenju tumora, bitnu ulogu imaju i terapije kojima se
trosi arginin dodatkom modificiranih arginaza i terapije kojima se blokira ekspresija arginaze 1.
lako su navedeni pristupi suprotnog djelovanja, u razli¢itim tipovima tumora i pri razli¢itim

uvjetima daju obecavajuce rezultate.

Razne potencijalne metode lijeenja tumora koje se temelje na regulaciji metabolizma arginina i

ekspresije i aktivnosti arginaza dane su u Tablici 1.

Tablica 1. Strategije ciljanja metabolizma arginina u lije¢enju tumora”

A, Povecanje antitumerske funkcije T stanica smanjenjem broja i aktivnosti mijeloidnih supresorskih stanica (MDSC)
1) DFMO: smanjuje broj MDSC, inhibira aktivnost ornitin dekarboksilaze i arginaze i smanjuje sintezu poliamina

2) inhibitori arginaza: povedavaju razinu L-arginina, 8 smanjuju razinu L-orniting i poliamina

3) inhibitori iINOS: smanjuju stvaranje NO

4) fosfodiesteraza-5: smanjuje ekspresiju A1 1 iNOS

5) inhibitori ciklooksigenaze 2: smanjuju ekspresiju A1 i broj mijeleidnih supresorskih stanica (MDSC)
B. Smanjenje dostupnosti L-arginina za tumore auksotrofne na L-arginin (melanom, karcinom jetre, akutna limfoblasticna
leukemija) koristenjem enzima koji trose L-arginin

1) PEGilacija arginin deiminaze (Peg-ADI)

2) PEGilacija arginaze 1 (Peg-A1)

Kratice: DFMO — o diflurometilornitin; iNOS — inducibilna dusik oksid sintaza; A1— arginaza 1

“(Preuzeto i prilagodeno prema Caldwell i sur., 2018)

5.4. Neurovaskularne bolesti

U ZivCanim stanicama eksprimirane su obje izoforme arginaze. Arginaza 1 poviSeno je
eksprimirana u vec¢em dijelu Zziv¢anog sustava tj. u mozdanoj kori, malom mozgu, ponsu, meduli i
kraljeznickoj mozdini (Yu i sur., 2001). Takoder je prisutna u mreznici, glija stanicama i
krvozilnim stanicama (Patel i sur., 2013). Arginaza 2 je u vec¢im koli¢ini eksprimirana u mreznici

u fotoreceptorskim i horizontalnim stanicama (Caldwell i sur., 2018).

Povecana aktivnost arginaza ima dvojaku ulogu u sredi$njem Ziv€anom sustavu. S jedne strane
povecana sinteza poliamina djeluje povoljno na rad ziv€anog sustava jer omogucava regeneraciju
aksona u stanju bolesti ili ozljede (Caldwell i sur., 2018). OsteCene ZivCane stanice se u pravilu ne
mogu regenerirati zbog inhibitora regeneracije kao §to je glikoprotein povezan s mijelinom (MAG,
engl. myelin-associated glycoprotein). Ekspresija arginaze 1 i sinteza putrescina omogucavaju

prekidanje inhibicije i regeneraciju aksona (Cai i sur., 2002). Uloga poliamina u regeneraciji


https://www.google.com/url?sa=t&source=web&rct=j&opi=89978449&url=https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0006295297005728&ved=2ahUKEwiErbP8-LSIAxVdzgIHHWKmCekQFnoECBgQAQ&usg=AOvVaw09xCrjL6ERUO0yHvX13fw3
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potvrdena je u in vivo uvjetima u kojima je tretman spermidinom uzrokovao regeneraciju vidnog

zivca (Deng i sur., 2009).

S druge strane, povecana razina obiju izoformi arginaze ima negativnu ulogu u regulaciji bolesti,
primjerice u Alzheimerovoj i Parkinsonovoj bolesti, multipli sklerozi, mozdanom udaru, ozljedi
mozga i bolesti mreznice oka (retine) (Caldwell i sur., 2018). Jedan od razloga je smanjena sinteza
NO c¢ime je poremecena regulacija protoka krvi kroz mozak i prezivljavanje zivcanih stanica (Toda
i sur., 2009). Ishemijsko smanjenje energije i proizvodnja oksidansa pokrecu oslobadanje
glutamata, s$to stimulira aktivnost inducibilne NOS-a (iNOS) u astrocitima, mikrogliji i
infiltriraju¢im upalnim stanicama. Aktivacija iNOS-a dodatno je stimulirana otpustanjem upalnih
citokina kao §to su TNFa i IFN, i stani¢nih signalnih putova odgovornih za odgovor na hipoksiju.
Tijekom istog vremenskog razdoblja, proizvodnja superoksida je pojacana zbog odvajanja eNOS-
a, mitohondrijske disfunkcije i stimulirane aktivnosti NADPH oksidaze, ksantin oksidaze (XO) i
ciklooksigenaze-2 (COX-2). Krvozilni ¢imbenici rizika povecavaju ekspresiju i/ili aktivnost
NADPH oksidaze u krvozilnoj stijenci, poti¢u¢i proizvodnju ROS-a $§to vodi do biokemijskih
promjena eNOS-a gdje iz zaStitnog enzima prelazi u oblik koji doprinosi i sudjeluje u
oksidativnom stresu. Njihovi produkti (O2- i NO) brzo rekombiniraju u ONOO- vodec¢i oksidaciji
BH4, esencijalni kofaktor eNOS-a, i/ili uzrokujuci oksidativno oStecenje cink-tiolatnog klastera
eNOS-a. Stoga je redukcija Oz putem eNOS-a odvojena od stvaranja NO, a funkcionalni NOS se
pretvara u nefunkcionalni enzim koji stvara O2’- koji pridonosi krvozilnom oksidativnom stresu
(engl. NOS uncoupling). O2’- u reakciji s NO daje peroksinitrit i tako povec¢ava oksidativni stres i
mogucnost apoptoze ziv€anih stanica (Garry i sur., 2015; Caldwell i sur., 2018). Posljedica

pojacane ekspresija eNOS-a zapravo pogorSava i stimulira daljnji oksidacijski stres. Stvaranje

......

Razli¢ite uloge NO, eNOS i iINOS pri ostecenju zivéanog tkiva prikazane su na Slici 13.
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epitelnim stanicama u krvnim zilama sintetizira NO. Povecani protok Krvi i smanjenje agregacije
trombocita imaju neuroprotektivni uc¢inak. Pod utjecajem upalnih citokina (npr. TNFa) i drugih
¢imbenika mikroglija (tkivni makrofagi prisutni u mozgu), astrocite i druge Imunosne stanice
eksprimiraju iNOS i troSe arginin na sintezu NO. Zbog troSenja arginina eNOS u endotelnim
stanicama prelazi na iskori$tavanje kisika i sintezu superokida O2’-. NO i O2"- zajedno sintetiziraju
neurotoksi¢ni peroksinitrit ONOO". Kratice: iINOS — inducibilna dusik oksid sintaza; eNOS —
epitelna dusik oksid sintaza; eNOS uncoupling — eNOS odvajanje; XO — ksantin oksidaza; COX-2
— ciklooksigenaza 2; NADPHox — NADPH oksidaza. (Preuzeto i prilagodeno prema Garry i sur.,
2015)

5.4.1. Mozdani udar

Ostecenje mozga izazvano mozdanim udarom nastaje zbog prestanka protoka krvi (ishemije) u
zahvaéenom dijelu mozga. Jedan od ¢imbenika koji zaustavljaju mozdanu cirkulaciju je i Smanjena
sinteza NO (Garry i sur., 2015) do koje moze do¢i uslijed povecéane ekspresije i aktivnosti arginaze
1 (Quirié i sur., 2013). Tijekom mozdanog udara na mjestu lezije je povisena ekspresija arginaze 1
u aktiviranim glija stanicama te je poznato da ozbiljnost mozdanog udara i njegovih ishoda
razmjerna ekspresiji i aktivnosti arginaze 1 (Petrone i sur., 2016). Moguce je da ekspresija arginaze
1 tijekom mozdanog udara i oStecenja tkiva raste kao mehanizam popravka tkiva (Caldwell i sur.,
2018). Uloga arginaze 2 u ostecenju mozga nije poznata, ali zna se da se njena koncentracija ne
mijenja te da ima zaStitnu ulogu u nastanku ishemije i mozdanog udara. Delecijom gena za arginazu
2 povecava se Volumen mozga zahvacen ishemijom uz ozbiljnije neuroloske posljedice (Ahmad i

sur., 2016).



5.4.2. Traumatska ozljeda mozga

Sinteza NO mijenja se nakon traumatske ozljede mozga. Neposredno nakon ozljede (do 30 minuta)
povecava se ekspresija nNOS i eNOS te koli¢ina sintetiziranog NO. Potom ekspresija enzima
opada, $to dovodi do opadanja razine NO i smanjenog mozdanog protoka krvi (do 6 sati) (Cherian
i sur., 2004). Dan nakon ozljede na mjestu ozljede se nakupljaju makrofagi s visokom razinom
arginaze 1 (Hsieh i sur., 2013). Ozljeda mozga dovodi do poremecaja rada endotela i protoka krvi
na sistemskoj razini. Pod utjecajem upalnih citokina povecava se ekspresija arginaze 1 U
vaskularnom endotelu ¢ime se smanjuje koli¢ina NO. Radi se o svojevrsnom ,,molekularnom
pamcenju‘ koje se javlja 24 sata nakon ozljede (Villalba i sur., 2017). Arginaza 2 takoder sudjeluje

u remecéenju rada endotela u ozljedi (Bitner i sur., 2010).
5.4.3. Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest naj¢eséi je tim demencije za koju je karakteristicno stvaranje B-amiloidnih
nakupina u neuronima. Dosadasnja istrazivanja utjecaja arginaza na patologiju Alzheimerove
bolesti daju razli¢ite rezultate. Nije sigurno koja od izoformi arginaza je poviseno eksprimirana u
frontalnoj kori ljudi s Alzheimerovom bolesti (Colton i sur., 2006; Hansmannel i sur., 2010).
Rijetki alel gena za arginazu 2 povezan je s povecanim rizikom za razvoj Alzheimerove bolesti.
Zanimljivo je da spermin stabilizira mikrotubule i poti¢e autofagiju prionskih agregata (Phadwal i
sur., 2018) te da mikroglija stanice koje u upali razgraduju B-amiloidne plakove eksprimiraju

arginazu 1 (Cherry i sur., 2015).
5.4.4. Neurovaskularna ozljeda mreZnice

Poremecena aktivnost arginaza i duSik oksid sintaza karakteristika je brojnih bolesti mreznice,
ukljucujudi retinopatiju nedonoscéadi, dijabeticku retinopatiju, glaukom i opticki neuritis, prac¢enih
poremecajem zivéanog protoka krvi. Retinopatija nedonoséadi uzrokovana je propadanjem stapica,
bipolarnih i vaskularnih stanica mreznice te neovaskularizacijom uslijed povisene koncentracije
kisika (hiperoksije) (Caldwell i sur., 2018; Narayanan i sur., 2011). Arginaza 2 eksprimirana pod
utjecajem upalnih ¢imbenika u horizontalnim i fotoreceptorskim stanicama ima ulogu u razvoju
bolesti, vjerojatno kroz promjenu propusnosti mitohondrijske membrane i izlaska citokroma c ¢ime
dovodi do apoptoze u uvjetima ishemije (Narayanan i sur., 2011). Dodatno, zbog troSenja arginina

na reakciju kataliziranu arginazom, iNOS i eNOS sintetiziraju superoksid te iz njega sintetizirani



peroksinitrit dodatno potice apoptozu (Brooks i sur., 2001; Sennlaub i sur., 2001; Sennlaub i sur.,
2002). Uloga nNOS jos nije poznata. Utjecaj arginaze 2 na razvoj bolesti potvrden je i u slucaju
ishemijsko-reperfuzijske bolesti u mreznici gdje arginaza 2 poti¢e aktivaciju glija stanica, stvaranje
ROS-ova i nektroptozu (programiranu nekrozu) stanica (Shosha i sur., 2016). Pri upalnim
bolestima oka patogene molekule (npr. endotoksin) poticu povecanu ekspresiju i aktivnost arginaze
1 ¢ime se povecava oksidativni stres, raste ekspresija upalnih gena i adhezija leukocita na endotel
o¢nih zila (Zhang i sur., 2009). Sli¢an je mehanizam razvoja dijabeticke retinopatije pri povisenoj

razini glukoze koja inducira ekspresiju arginaze 1 (Patel i sur., 2013).
6. Inhibitori arginaza

Najcesc¢i pristup povecanoj ekspresiji 1 aktivaciji arginaza u lijeCenju bolesti je uporaba raznih
inhibitora arginaza. Terapije koje ciljaju na smanjenje ucinka arginaza su u raznim fazama
ispitivanja, od testiranja na kulturi stanica i laboratorijskim Zivotinjama, do testiranja u klinickoj
fazi. Jedan od prvih inhibitora, DFMO (a-difluorometilornitin) slab je i nespecific¢an inhibitor koji
inhibira i ornitin dekarboksilazu i sintezu poliamina (Morris 2009). Smanjena sinteza poliamina
takoder moze imati pozitivne rezultate u lijeCenju jer se spermidin i spermin slabije oksidiraju do
toksi¢nih amino aldehida i H2O2. Neke aminokiseline takoder djeluju kao inhibitori arginaza,
ukljucujuéi najja¢i ornitin, leucin, izoleucin, valin, lizin, citrulin, norvalin i analoge arginina
NOHA (N°-hidroksi-L-arginin) i nor-NOHA (Caldwell i sur., 2018). Danas su dostupni specifi¢niji
i jaci inhibitori dizajnirani poznavanjem trodimenzionalne strukture arginaze 1 i 2 (Kanyo i sur.,
1996). Medu njima se isticu BEC (S-(2-boronoetil)-L-cistein) i ABH (2(S)-amino-6-
boronoheksanoi¢na kiselina) (Baggio i sur., 1999; Cox i sur., 1999).

Problem kod danas dostupnih inhibitora jer $to nemaju moguénost razlikovanja izoformi, $to
predstavlja izazov u lijecenju patoloskih stanja kod kojih arginaza 1 i 2 imaju razli¢ito djelovanje
(primjerice u slucaju ateroskleroze §to je opisano na Slici 11.) (Caldwell i sur., 2018). Stoga se
ispituju i alternativne terapije utiSavanja ekspresije arginaza pomocu antisense RNA i ShRNA koje
daju dobre rezultate u animalnim modelima za lijeCenje astma, erektilne disfunkcije i dijabeticke

endotelne disfunkcije (Bivalacqua i sur., 2006; Yang i sur., 2006; Romero i sur., 2008).

Nor-NOHA, BEC i ABH su dosad koristeni u lije¢enju kardiovaskularnih bolesti u ljudi te daju

obecavajuce rezultate (Caldwell 1 sur., 2018).



7. Zaklju€ak

Arginaze 1 i 2 imaju esencijalnu ulogu u metaboli¢kim procesima u organizmu. Arginaza 1 U jetri sintetizira
ureju kao nusprodukt katabolizma aminokiselina i proteina. Obje izoforme sintetiziraju ornitin koji sluzi
kao prekursor za sintezu poliamina, prolina, glutamata i glutamina. Poliamini su molekule koje omoguéuju
proliferaciju stanica, a prolin je aminokiselina potrebna za sintezu kolagena i izvanstani¢nog matriksa.
Smanjena ekspresija i aktivnost arginaza, tj. arginaze 1, povecava razinu amonijaka u krvi §to moze imati
posljedice na ziv€ani sustav. S druge strane, povecana ekspresija i aktivnost arginaza veZe se uz razvoj
brojnih kardiovaskularnih, neurovaskularnih, bubreznih i kroni¢nih upalnih bolesti i tumora. Jedan od
uzroka bolesti je i poremecena sinteza dusikovog (II) oksida zbog kompetiranja arginaza i dusik oksid
sintaza za arginin. Deficit duSikovog (IT) oksida onemogucava normalnu vazorelaksaciju i rad endotelnih
stanica krvnih Zila ¢ime potice razvoj sistemskog, bubreznog i plué¢nog visokog tlaka, a olaksava i razvoj
mozdanog udara i infarkta miokarda. U tumorima i kroni¢nim upalnim bolestima arginaza 1 sluZi kao jedan
od supresijskih mehanizama u utiSavanju imunosne reakcije. Za razvoj uspjesnih inhibitora arginaza
potrebna su daljnja istrazivanja kojima bi se razjasnile razlike izmedu izoformi u mehanizmu katalize,
tkivnoj raspodjeli i zastupljenosti u bolestima. Zbog razli¢itih pozitivnih i negativnih uloga obiju izoformi
u razli¢itim tkivima, specifi¢ni inhibitor mora djelovati samo u tkivu zahvac¢enom bolesti bez remecenja
ciklusa ureje, sinteze kolagena i proliferacije zdravog tkiva. Koristenje arginaza kao meta u lijeGenju otvara

velike moguc¢nosti u lije¢enju nekih od danas najceséih i najizazovnijih bolesti.
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