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Popis kratica

ABC prenositelji: prenositelji s ATP-veznom kazetom, od engl. ATP-binding cassette
transporters

Acetil-CoA: acetil-koenzim A
ADI put: arginin-deiminaza put katabolizma L-arginina
ADP: adenozin difosfat

AE lezije: lezije na enterocitama nastale prilikom infekcije, od engl. attachment and effacement
lesions

AST put: arginin sukciniltransferazni put ktabolizma L-arginina
ATP: adenozin trifosfat

Arg (R): L-arginin

ArgR: argininski represor i senzor

cAMP: ciklicki adenozin monofosfat

c-di-GMP: ciklicki digvanilat

DAG: diacilglicerol

DGC: digvanilat-ciklaza

ECM: izvanstani¢ni matriks, od engl. extracellular matrix
EHEC: enterohemoragi¢na Escherichia coli

ERK: tip kinaze regulirane izvanstani¢nim signalom, od engl. extracellular signal-regulated
kinase

Gb3: globotriaozilceramid

GPCR: tip receptora na koje se vezu G proteini, od engl. G protein-coupled receptors
HUS: hemoliti¢ki uremi¢ni sindorm

IFN-y: interferon-y

iINOS: inducibilna sintaza dusikovog oksida, od engl. inducible nitric oxide synthase
IP3: inozitol-1,4,5-trisfosfat

JNK: c-JUN N-terminalna kinaza

LEE: otok patogenosti u E. coli, od engl. locus of enterocyte effacement

LPS: lipopolisaharidi Gram-negativnih bakterija



MAPK: mitogen-aktivirajuca proteinska kinaza

NADH: nikotinamid adenin dinukleotid

NADPH: nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

OTC: L-ornitin-transkarbamoilaza

PBP: periplazmatski vezni proteini, od engl. periplasmic binding proteins
PDE: fosfodiesteraza, od engl. phosphodiesterase

PIP;: fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat

PLC: fosfolipaza C, od engl. phospholipase C

ROS: reaktivni kisikovi spojevi, od engl. reactive oxygen species

SERCA: kanal Ca®*-ATP-aza sarkoplazmatskog/endoplazmatskog retikuluma, od engl.
sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca’**-ATPase

Stx2a: Shiga toksin 2
Sukcinil-CoA: sukcinil-koenzim A

VFT: domena Venerine muholovke, od engl. Venus flytrap
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1. Uvod

Prijenos signala je kljucan bioloski koncept u svim domenama Zivota. Stanice konstantno
pretrazuju okolni medij u potrazi za nutrijentima, kisikom, svjetlosti te kemikalijama koje
sugeriraju prisutnost partnera, predatora i sl. Ti signali omogucavaju uskladivanje metabolickih
puteva prema potrebama i okolnostima u realnom vremenu. Signalne molekule se specificno i s
velikim afinitetom veZzu za pripadne membranske receptore nekovalentnim vezama s izvanstani¢ne
strane §to u pravilu potice konformacijske promjene na citosolnoj strani navedenog receptora. To
dalje aktivira niz razli¢itih proteina (kaskadu) koji sudjeluju u prijenosu informacije i amplifikaciji
signala. Takve enzimske kaskade cesto zavrSavaju indukcijom ili represijom transkripcije
odredenih gena. No, nije pravilno shvacati kaskade kao linearne signalne puteve, ve¢ ih valja
percipirati kao razgranate mreze signalnih puteva. Nakon nekog vremena neprekidne izloZenosti
receptora pojedinoj signalnoj molekuli, dolazi do desenzitizacije, odnosno receptor postaje
neresponzivan na njezin podrazaj. Vazna karakteristika prijenosa signala je i ¢injenica da najcesce
viSe razli¢itih signala utjece na isti signalni put, stoga se podrazaji integriraju u jedinstveni stanicni
odgovor. Receptori su sastavljeni od viSe proteina koji se mogu na razli¢ite nacine sparivati i tako
od relativno malog broja gena u stanici moze nastati mnosStvo razli¢itih multienzimskih
receptorskih kompleksa koji imaju razli¢itu supstratnu specifi¢nost i afinitet vezanja supstrata.
Jasno je da bez prijenosa signala ne bi bilo Zivota, stoga je u evoluciji i postanku prvih organizama
kakvi danas postoje zasigurno bilo presudno uspostavljanje signalnih puteva koji ¢e regulirati i

omogucavati sve poznate stanicne procese (Nelson 1 Cox, 2017).

Najrasirenije 1 dobro istraZzene signalne molekule su, primjerice: ciklicki adenozin
monofosfat (cCAMP), Ca?", cikli¢ki digvanilat (c-di-GMP), hormoni itd. Jedan od slabije istrazenih
signalnih molekula kojemu se u posljednjih dvadesetak godina tek poceo otkrivati Sirok raspon
signalnih uloga jest L-arginin (slika 1.). L-Arginin je jedna od dvadeset proteinogenih aminokiselina
koja za boc¢ni ogranak ima pozitivno nabijenu gvanidijsku grupu pa se grupira medu bazi¢ne
aminokiseline. L-arginin je aminokiselina s najviSe duSikovih atoma S§to je ¢ini potencijalnim
izvorom duSika organizmima (Nelson 1 Cox, 2017). Ovaj rad bavit ¢e se pregledom relativno
nedavno otkrivenih signalnih uloga L-arginina u bakterijama te stani¢nim odgovorima koje
uzrokuje, mahom vezanim uz patogenost. Osim toga, dotaknut ¢e se i nekih signalnih uloga ove

aminokiseline u eukariotima u slucajevima gdje L-arginin sudjeluje u borbi protiv bakterijskih



patogena. Time je cilj oslikati vaznost L-arginina kao oruzja u borbi za prevlast izmedu patogena i

domacdina.

Slika 1. Kemijska formula L-arginina. Narancasto je obojan bo¢ni ogranak gvanidij. Preuzeto 1

prilagodeno iz (Nelson i Cox, 2017).

2. Metabolizam i transport L-arginina

2.1. Biosinteza L-arginina de novo

Sinteza L-arginina u bakterijama odvija se od L-glutamata te napreduje do znacajnog meduprodukta
L-ornitina, a potom do ciljnog L-arginina (slika 2.). Najprije acetilglutamat-sintaza prenosi acetilnu
skupinu iz acetilkoenzima A (acetil-CoA) na a-amino skupinu glutamata Sto ¢e sluziti kao zastita
od cikliziranja u daljnjim koracima sinteze. Potom N-acetilglutamat-kinaza prenosi y-fosfat ATP-
a na y-karboksilnu skupinu N-acetilglutamata. Na dobiveni produkt, N-acetil-y-glutamilfosfat,
djeluje enzim N-acetilglutamat-dehidrogenaza uz kofaktor NAD(P)H $to, uz otpustanje fosfata,
daje produkt N-acetilglutamat-y-semialdehid. Da glutamat nije prethodno N-acetiliran, u ovom bi
koraku doslo do ciklizacije i nastanka prekursora L-prolina, umjesto L-arginina, stoga je vidljiv
znac€aj prvog koraka sinteze. U sljedecem koraku aminotransferaza prenosi amino skupinu s
glutamata na aldehidnu skupinu N-acetilglutamat-y-semialdehida §to daje produkte a-ketoglutarat
1 N-acetilornitin. N-acetilornitin se hidrolizom acetilne skupine pomoc¢u N-acetilornitinaze pretvara
u L-ornitin - neproteinogenu aminokiselinu klju¢nu u ciklusu ureje, s kojim proces biosinteze L-
arginina dijeli preostale korake. Naime, L-ornitin-karbamoil-transferaza pomocu karbamoil-fosfata
stvara L-citrulin - jo§ jednu vaznu neproteinogenu aminokiselinu. Dalje argininosukcinat-sintetaza
pomocu aspartata i uz potroSnju ATP-a tvori argininosukcinat. U posljednjem koraku,

argininosukcinaza stvara fumarat i L-arginin (Nelson i Cox, 2017).
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Slika 2. Pregled biosinteze L-arginina od L-glutamata. Istom bojom su naznacene odredene

skupine 1 spojevi od kojih dolaze. Preuzeto 1 prilagodeno iz (Nelson 1 Cox, 2017).



2.2. Katabolicki putevi L-arginina

Postoji visSe mogucih puteva razgradnje L-arginina u bakterijama, ¢ak njih Cetiri. Dakako, ne koriste
sve bakterije sve te puteve razgradnje. Pokazalo se i da neki bakterijski rodovi mogu Zivjeti s L-
argininom kao izvorom ugljika, duSika ili energije zahvaljujuéi ovoj razgranatoj katabolickoj mrezi

(Hirose i sur., 2021; Moreno-Vivian i sur., 1992).

Prvi 1 najjednostavniji je put razgradnje koji se, takore¢i, direktno nastavlja na sintezu L-
arginina jer je jedan od koraka ciklusa ureje (slika 3.). Naime, enzim arginaza hidrolizira L-arginin
do ureje 1 L-ornitina. Potom enzim ornitin-d-aminotransferaza uz drugi supstrat a-ketoglutarat tvori
glutamat 1 glutamat-y-semialdehid, kojeg glutamat-semialdehid-dehidrogenaza uz kofaktor
NAD(P)" takoder prevodi u glutamat. Glutamat se pomo¢u glutamat-dehidrogenaze uz kofaktor
NAD(P)" prevodi u a-ketoglutarat. a-Ketoglutarat je intermedijer ciklusa limunske kiseline te se

njegovom daljnjom oksidacijom moze dobiti energija u obliku ATP-a (Nelson i Cox, 2017).
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Slika 3. Pregled reakcija katabolizma L-arginina do a-ketoglutarata. Preuzeto 1 prilagodeno iz

(Nelson & Cox, 2017).

Drugi put razgradnje L-arginina jo§ se naziva i arginin-sukciniltransferazni put (AST put)
(slika 4.). Geni koji kodiraju za enzime $to sudjeluju u ovom metaboli¢kom putu sacinjavaju operon
astCABDE. Prvi korak je prijenos sukcinilne skupine sa sukcinilkoenzima A (sukcinil-CoA) na L-

arginin djelovanjem enzima arginin-sukciniltransferaze. Isto kako je receno da u biosintezi L-



arginina acetilna skupina sluzi zastiti N-acetilglutamat-y-semialdehida od cikliziranja, u ovom
slu¢aju sukcinilna skupina sluzi kao zastita od cikliziranja u jednom od narednih meduprodukata.
Sljedeci korak jest pretvorba N-sukcinilarginina i amonijaka u N-sukcinilornitin i CO2 pomocu
sukcinilarginin-dihidrolaze. Potom N-sukcinilornitin uz a-ketoglutarat katalizom sukcinilornitin-
aminotransferaze daje N-sukcinilglutamat-semialdehid. Da a-amino skupina ovog meduprodukta
nije bila zaSti¢ena sukcinilnom skupinom, doslo bi do nepozeljne ciklizacije. Iduéi korak je
nastanak N-sukcinilglutamata djelovanjem enzima sukcinilglutamat-semialdehid-dehidrogenaze
uz kofaktor NAD". Zadnji korak ovog puta razgradnje jest nastanak L-glutamata i sukcinata
djelovanjem enzima sukcinilglutamat-desukcinilaze (Charlier i Bervoets, 2019). Akumulacija L-
glutamata je svojevrsna zaliha dusika jer je ova aminokiselina klju¢an donor amino skupine

prilikom transaminacije na a-keto kiseline (slika 7.) (Nelson & Cox, 2017).
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Slika 4. Pregled reakcija katabolizma L-arginina do L-glutamata i sukcinata. Preuzeto i

prilagodeno iz (Schneider i sur., 1998).

Tre¢i put razgradnje L-arginina jest takozvani put agmatina (slika 5.). U njemu je prvi korak
pretvorba L-arginina u agmatin pomocu arginin-dekarboksilaze. Agmatin se potom hidrolizira i
pretvara u putrescin djelovanjem enzima agmatin-ureohidrolaze. Naposljetku, putrescin se uz
dekarboksilirani S-adenozilmetionin pretvara u spermidin djelovanjem enzima spermidin-sintaze

(Charlier i Bervoets, 2019). Agmatin, putrescin i spermidin su poliamini koji su vazni za optimalan



rast te postoje indikacije da su vazni u SOS odgovoru i u stanju oksidacijskog stresa (Charlier i

Glansdorff, 2004).
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Slika 5. Pregled reakcija katabolizma L-arginina do poliamina. Amino skupina je naznacena

plavom, a karboksilna skupina rozom bojom.

Preostali Cetvrti put razgradnje L-arginina jest put arginin-deiminaze (ADI put) (slika 6.).
Prvi korak ovog puta jest pretvorba L-arginina u L-citrulin 1 amonijak pomoc¢u enzima arginin-
deiminaze. Potom slijedi pretvorba L-citrulina u karbamoil-fosfat 1 L-ornitin djelovanjem enzima
ornitin-transkarbamoilaze (OTC, enzim ciklusa ureje). Karbamoil-fosfat i ADP se dalje prevode u
amonijak i ATP (Cusumano i Caparon, 2015). ADI put je vazan izvor ATP-a nekim bakterijama,
primjerice Streptococcus pyogenes, koja u uvjetima slabe opskrbljenosti glukozom energiju dobiva
upravo ovim putem. Uz to, pokazalo se da im to povecava virulenciju na povrsini koze, odnosno

da je L-arginin nutrijent koji promovira patogenost u ovoj bakterijskoj vrsti (Hirose 1 sur., 2021).
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Slika 6. Pregled reakcija katabolizma L-arginina do L-ornitina 1 karbamoil-fosfata. Preuzeto 1

prilagodeno iz (Galkin 1 sur., 2004).

2.3. Prijenos L-arginina

Prenositelji su membranski proteini prisutni u svim domenama Zivota 1 klju¢ni su u odrZzavanju
homeostaze. Postoje pasivni prenositelji koji ne troSe energiju te aktivni koji troSe, a dijele se na
primarne (direktno koriste energiju ATP-a) 1 sekundarne prenositelje (koriste energiju
koncentracijskog gradijenta nekog faktora kojeg pumpa drugi primarni prenositelj) (Nelson 1 Cox,

2017).

Kada su aminokiseline potrebne u stanici za sintezu proteina, aktiviraju se prenositelji koji
th unose u stanicu 1 pritom trose energiju ATP-a. UtroSak energije je manji kod unosa aminokiselina
nego kod de novo biosinteze. Najces¢i prenositelji aminokiselina su primarni ABC prenositelji
(engl. ATP-binding cassette transporters), a tako vrijedi i za L-arginin kojeg mogu prenositi ¢ak tri

razli¢ita tipa ABC prenositelja u E. coli, kodirana u dva genska klastera: artPIQM-artJ 1 argT-



hisJOMP. Ovi ABC prenositelji nisu zaduZeni isklju¢ivo za prijenos L-arginina ve¢ i za neke druge
aminokiseline, kao $to su L-lizin, L-ornitin, L-kanavanin te organske spojeve agmatin i putrescin.
Spomenuta tri tipa ABC prenositelja razlikuju se u supstratnoj specificnosti, afinitetu vezanja
supstrata 1 regulaciji ekspresije gena koji ih sacinjavaju. Periplazmatski proteini ovih
prenositeljskih kompleksa (Artl, ArtJ, ArgT, HisJ) su klju¢ni za supstratnu specificnost i odreduju
afinitet vezanja supstrata. Prvi kompleks zvan ArtQMP, moze se sklopiti s Art] ili Artl
periplazmatskim proteinima. Drugi kompleks zvan HisQMP> moze se sklopiti s ArgT ili HisJ
periplazmatskim proteinima. Smatra se da je ArtQMP> kompleks preferentan prenositelj L-arginina
1 L-ornitina u uvjetima eksponencijalnog rasta stanica, dok je HisQMP2 kompleks preferentan za
unos bazi¢nih i duSikom bogatih aminokiselina u uvjetima manjka dusika (Charlier i Bervoets,

2019).

Osim ovih primarnih prenositelja, u E. coli postoje i sekundarni prenositelji L-arginina, kao
Sto je arginin:agmatin antiporter zvan AdiC. AdiC jest vrlo vazan u prilagodbi organizma na
izrazito kisele uvjete kakve E. coli, primjerice, susrece prilikom prolaska kroz Zeludac sisavaca.
Osim njega postoji 1 ArgO antiporter koji iznosi L-arginin i L-kanavanin iz stanice, a pritom unosi
protone. Izgledno je da sluzi kao svojevrsni sigurnosni ventil za izbacivanje ovih dvaju spojeva
ukoliko dosegnu toksi¢ne koncentracije u stanici (Charlier 1 Bervoets, 2019). Na slici 7. prikazani
su svi prenositelji zaduzeni za unos 1 izbacivanje L-arginina iz stanice, uz neke metabolicke puteve

ove aminokiseline.
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Slika 7. Pregled transportnih kompleksa i nekih metabolickih puteva L-arginina u E. coli.

Preuzeto 1 prilagodeno iz (Charlier 1 Bervoets, 2019).

3. ArgR — transkripcijski regulator i senzor L-arginina

Protein ArgR (dobio ime po prvoj otkrivenoj funkciji transkripcijskog represora, engl. arginine
repressor) kontrolira ekspresiju gena biosinteze, katabolizma i transporta arginina te samoga sebe
te se grupa tih gena naziva ArgR regulonom (Charlier i Bervoets, 2019). Potreban mu je korepresor
L-arginin da bi oligomerizirao 1 bio funkcionalan, odnosno mogao se vezati na DNA (Cunin 1 sur.,
1976). S obzirom na to da kontrolira gene opreénih metabolickih funkcija (katabolizam i
anabolizam) jasno je da njegov utjecaj nije svugdje jednak. Preciznije govoreci, ArgR djeluje kao
represor ekspresije gena koji sudjeluju u biosintezi i prijenosu L-arginina u stanicu, a aktivator je
ekspresije gena koji sudjeluju u katabolizmu L-arginina (barem u E. coli, u drugim bakterijskim
rodovima dolazi do odredenih odstupanja). Obnasanje tih opre¢nih funkcija u stanici odredeno je
pozicijom veznih mjesta proteina ArgR u odnosu na operator: u slu¢aju represije, ArgR potpuno
prekriva operator §to onemogucava transkripciju, dok u slucaju indukcije okupira mjesta koja mu

omogucavaju da djeluje kao aktivator transkripcije (Park 1 sur., 1997). Osim $§to regulira gene
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metabolizma 1 transporta arginina, isto ¢ini i za jo§ neke aminokiseline, kao $to su histidin, lizin,
fenilalanin, tirozin, triptofan, glutamat te aspartat (Cho i sur., 2011). Ta ¢injenica oslikava iznimnu
vaznost proteina ArgR, ali i njegovog kofaktora L-arginina u genskoj regulaciji metabolickih i
transportnih gena aminokiselina. Mogu¢i razlog zasto bas L-arginin ima sveobuhvatnu regulacijsku
ulogu jest ¢injenica da je aminokiselina s najve¢im udjelom dusika zbog ¢ega je pogodna signalna
molekula za pruzanje informacije o dostupnosti dusika u okolisu i svrsishodno prilagodavanje
metabolizma. To dalje navodi da bi se protein ArgR mogao smatrati svojevrsnim senzorom L-
arginina. Popis svih gena metabolizma i transporta aminokiselina reguliranih proteinom ArgR u E.

coli prikazan je u tablici 1.
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Tablica 1. Popis gena metabolizma i transporta aminokiselina unutar ArgR regulona u E. coli.

Prema (Cho i sur., 2011).
Uloga ArgR Geni(i) Opis genske funkcije
eni koji kodiraju prenositelje L-
artMQIP, artJ . ! J .p !
arginina
eni koji kodiraju prenositelje L-
hisJQMP 8 ! ) J .p !
histidina
carAB, argCBH, argA, argF, argG, geni koji sudjeluju u biosintezi L-
argD, argE, argl arginina
) geni koji sudjeluju u biosintezi -
hisLGDCBHAFI o
Represor histidina
neki od gena koji sudjeluju u
aroB, aroK o i o
biosintezi aromatskih aminokiselina
neki od gena koji sudjeluju u
gltBD o
biosintezi L-glutamata
sukcinil-diaminopimelat-
dapE desukcinilaza, sudjeluje u biosintezi
L-lizina
geni koji sudjeluju u katabolizmu -
astCADBE
arginina
Aktivator prijenosni protein aromatskih
aroP
aminokiselina
gltP proton/glutamat-aspartat-simporter

Operator na koji se veze ArgR nalazi se uzvodno od gena unutar regulona te se sastoji od

dvije susjedne palindromske regije od 18 parova baza (pb) nazvane ARG kutijama (Cunin i sur.,

1983). Proces vezanja heksamera ArgR na dvije susjedne ARG kutije je kooperativan te uzrokuje

savijanje molekule DNA. N- kraj proteina zaduzen je za vezanje na ARG kutiju, a C-kraj proteina

za oligomerizaciju 1 vezanje L-arginina (Maas, 1994). Reprezentativan primjer kojemu je

eksperimentalno rijeSena kristalna struktura jest ArgR iz Bacillus subtilis, homoheksamer ukupne

molekulske mase 101 kDa prikazan na slici 8. (Dennis i sur., 2002).
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Slika 8. Kristalna struktura homoheksamernog proteina ArgR iz bakterije Bacillus subtilis (PDB
ID: 1F9N). Podjedinice su nanacene razli¢itim bojama. N-krajevi svake zasebne podjedinice su

orijentirani na vani, a C-krajevi podjedinica su orijentirani prema unutra$njosti proteina.

Gen argR smjesten je uzvodno od gena koji kodira malat-dehidrogenazu (kljucan
metabolcki enzim, sudjeluje u ciklusu limunske kiseline, glioksilatnom ciklusu i glukoneogenezi)
i gena koji kodira serinsku endoproteazu DegS za koju je pokazano da ima kljuc¢nu ulogu u
virulenciji sojeva E. coli koje izazivaju infekcije mokraénog sustava, meningitis i sl. (Redford i
ostali, 2003). Uzvodno od gena argR nalaze se gen koji kodira YhcN protein koji sudjeluje u
odgovoru na stres izazvan vodikovim peroksidom i slabo istrazeni protein YhcO za koji se smatra
da bi mogao biti inhibitor barnaze (ribonukleaza Bacillus amyloliquefaciens) (slika 9.) (Hartley,
2001; Keseler i sur., 2021; Serres i sur., 2001). ArgR autoregulira maksimalno 70 % vlastite
transkripcije. Razlog tome je $to je argR gen pod kontrolom dvaju promotora od kojih jedan sadrzi
operatorsko mjesto s ARG kutijom gdje se odvija spomenuta autoregulacija ekspresije, dok je drugi

slabi konstitutivni promotor (Lim i sur., 1987).
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Slika 9. Genomski kontekst gena argR. Preuzeto iz EcoCyc Genome Browser (Keseler i sur.,

2021).

Uoceno je da je ArgR u citosolu E. coli prisutan u prili¢no ve¢im koncentracijama od one
koja je potrebna za potpunu represiju svih ARG kutija u regulonu (Maas, 1994). To ukazuje da
ovaj protein potencijalno ima jo$ neke funkcije u stanicama. Pokazano je da ima ulogu u
razrjeSavanju Stetnih plazmidnih (ColE1) multimera tako $to se veze na cer mjesta plazmidne
DNA i osigurava pravilno razrjesenje multimera. To omogucava pravilno nasljedivanje plazmidnih
monomera tijekom diobe. Uoeno je 1 da cer mjesta sadrze ARG kutiju (Stirling 1 sur., 1988a;
Stirling 1 sur., 1988b). To djelomicno objasnjava suviSak proteina ArgR. Osim tog pitanja, upitno
je i zasto ArgR uopce vrsi autoregulaciju, s obzirom da je 30 % ekspresije gena argR koja je
konstitutivna dovoljno za potpunu represiju? U narednim poglavljima bit ¢e govora o najnovijim

otkri¢ima na temu uloga proteina ArgR koje bi mogle dati odgovore na ova pitanja.

4. Uloga L-arginina u nastanku biofilmova u rodu Pseudomonas

Biofilmovi su prevladavaju¢i oblik Zivota bakterija u prirodi, a podrazumijevaju mnogostanic¢ne
zajednice bakterija priljubljene za povrsSinu 1 uklopljene u zajednicki izvanstani¢ni matriks (engl.
extracellular matrix, ECM) (William Costeton 1 sur., 1995). To je svojevrsni evolucijski iskorak
prokariota u smjeru mnogostanicnosti, koja je inafa karakteristicna za eukariote (iako postoje i
jednostanicni eukarioti). Biofilm omogucava bakterijskoj populaciji metabolicku suradnju,
odnosno medusobnu izmjenu tvari 1 energije, te zastitu od antimikrobnih tvari. Uz to, pogoduje
horizontalnom prijenosu gena $to povecava gensku raznolikost i ubrzava evoluciju populacije
(Flemming i sur., 2016). Nastanak biofilma je aktivan proces koji trosi energiju, stoga je vrlo strogo
reguliran. Postoje tri razine regulacije nastanka biofilmova: regulacija okoliSnim podrazajima (npr.
temperatura, pH vrijednost, dostupnost nutrijenata), regulacija sekundarnim glasnicima (najcesce
pomocu ciklickog digvanilata, c-di-GMP-a) te regulacija medustani¢nim glasnicima (Scribani

Rossi i sur., 2022).
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Ovaj rad ¢e se nadalje pozabaviti regulacijom nastanka biofilmova u rodu Gram-negativnih
bakterija Pseudomonas pomocu sekundarnog glasnika c-di-GMP-a. Pripadnica roda, Pseudomonas
aeruginosa, oportunisticki je patogen koji odli¢no raste u pluénom sputumu oboljelih od cisticne
fibroze (Palmer 1 sur., 2005), gdje tvori biofilmove rezistentne na antibiotike (Botto 1 sur., 1998).
Generalno pravilo je da je pri poviSenim koncentracijama c-di-GMP-a preferentan sjedilacki oblik
zivota bakterija, odnosno nastanak biofilmova, dok je pri snizenim koncentracijama c-di-GMP-a
preferentan planktonski oblik Zivota bakterija (slika 10.) (Scribani Rossi i sur., 2022).
Unutarstani¢ne razine c-di-GMP-a su regulirane enzimima sinteze i razgradnje ovog sekundarnog
glasnika: digvanilat-ciklaze (DGC) koje sintetiziraju c-di-GMP od dvije molekule gvanozin
trifosfata (GTP) (uz otpuStanje dvije molekule pirofosfata) te fosfodiesteraze (engl.
phosphodiesterase, PDE) koje hidroliziraju c-di-GMP na dvije molekule gvanozin monofosfata
(GMP). Proteini DGC imaju visoko ocuvanu GGDEF domenu, dok PDE proteini imaju EAL ili
HD-GYP domenu (Rémling i sur., 2013; Tal i sur., 1998). Pokazano je da su nutrijenti, posebice
aminokiseline, veoma znacajni alostericki modulatori enzima DGC i PDE koji utje¢u na razine c-
di-GMP-a (Rinaldo i sur., 2018). L-Arginin se istaknuo kao klju¢na signalna molekula u regulaciji
razina c-di-GMP-a, o ¢emu ¢e biti viSe rije¢i u narednim odlomcima. Periplazmatski proteini
zaduzeni za osjet nutrijenata (engl. periplasmic binding proteins, PBP) Cesto sadrze tzv. domenu
Venerine muholovke (engl. Venus flytrap, VFT). U pravilu, PBP prenose nutrijente na
ABC prenositelje (engl. ATP synthase-binding cassette transporters) koji ih potom unose u stanicu

(Cortes-Hernandez i Dominguez-Ramirez, 2017; Felder i sur., 1999).
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Slika 10. Shema utjecaja c-di-GMP sekundarnog glasnika na zivotni stil bakterija. Preuzeto i

prilagodeno iz (Park i Sauer, 2022).

Bernier i suradnici (2011) pokazali su da je L-arginin jedina aminokiselina koja potice
nastanak biofilmova 1 istovremeno inhibira povrSinsku pokretljivost bakterija. Ostale
aminokiseline su poticale oba bakterijska Zivotna stila. Iz toga se moze zakljuciti da je vjerojatno

L-arginin klju€an u prijelazu iz planktonskog u sesilni Zivotni stil, odnosno u nastanku biofilmova.

Vise o ulozi L-arginina u nastanku biofilmova doznali su Paiardini i suradnici (2018).
Naime, pronasli su multimerni protein PA0575 s domenom VFT, cetiri Per-Arnt-Sim (PAS)
domene i superdomenom GGDEF-EAL u Pseudomonas aeruginosa. In silico pretrazivanjem baza
podataka i sravnjenjem sekvenci pokazali su da je PA0575 iznimno visoke sli¢nosti arginin-
veznom proteinu AncQR iz E. coli (99 %). Da bi in vitro ispitali veze li PA0575 L-arginin, procistili
su periplazmatski dio multimera PA0575 koji sadrzi VFT domenu i izotermalnom titracijskom
kalorimetrijom su dokazali da dolazi do vezanja L-arginina, ali ne i drugih aminokiselina. Sto se
tie in vivo istrazivanja, napravljen je soj s delecijom Apa0575 te je uoceno da ukoliko raste
suplementiran s L-argininom dolazi do povisenih koncentracija c-di-GMP-a u stanici, u odnosu na
divlji tip. Konac¢no, kada su ovi izogeni sojevi rasli suplementirani drugim aminokiselinama nije

bilo razlika u koncentraciji c-di-GMP-a izmedu divljeg tipa i 4pa0575 mutante. Takoder, pokazali
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su da je adhezija biofilmova na povrSinu za 12 % visa u mutanti 4pa0575 nego li u divljem tipu
pri suplementaciji L-argininom. Kod komplementacije delecije 4pa0575 pomocu plazmida koji
nosi gen za PA0575, adhezija biofilmova je porasla za 35 %. Ovakvi trendovi nisu uoceni kod
suplementacije rasta bakterija drugim aminokiselinama. Rezultati impliciraju da je protein PA0575
igra ulogu fosfodiesteraze c-di-GMP-a uz pomo¢ kofaktora L-arginina kojeg veze VFT domenom

Sto negativno regulira formaciju biofilmova u P. aeruginosa.

Nadalje, Barrientos-Moreno i suradnici (2022) su doznali kako je protein ArgR povezan s
regulacijom sekundarnog glasnika c-di-GMP-a te nastankom biofilmova u bakteriji Pseudomonas
putida. U rodu Pseudomonas ArgR protein djeluje kao aktivator ekspresije gena prijenosa i
katabolizma te represor biosintetskih gena arginina (njegova aktivnost nije posve istovjetna kao
ona u E. coli, koja je navedena u treCem poglavlju) (Lu i sur., 2004). Pokazali su da mutant 4argR
normalno raste u minimalnom mediju s glukozom kao izvorom ugljika i amonijakom kao izvorom
dusika, ali slabo u minimalnom mediju s L-argininom ili L-lizinom kao izvorom ugljika i dusika.
Iz toga se moze zakljuciti da je ArgR u P. putida nuzan za transport i iskoriStenje L-arginina 1 L-
lizina. Nadalje, pokazali su i1 da je u divljem tipu s porastom koncentracije egzogenog L-arginina
dodanog u medij rasla i koncentracija c-di-GMP-a, dok takav trend nije uo¢en u mutantu AargR,
$to sugerira da je ArgR nuZzan posrednik izmedu L-arginina i c-di-GMP-a. Zeleéi istraziti utjecaj
ArgR proteina na nastanak biofilmova, dobili su naizgled neobi¢ne rezultate. Naime, u mutanti
AargR su uocili smanjenje povrSinske pokretljivosti bakterija koja je ocekivana, ali 1 porast
nastanka biofilmova, $to je naizgled opre¢no prethodnom pronalasku o vezi L-arginina i c-di-GMP-
a. Medutim, otkrili su poviSenu ekspresiju adhezina LapF 1 Pea, koji su vazni za odrzavanje
biofilmova prilijepljenima uz povrsinu (Martinez-Gil i sur., 2010; Nielsen i sur., 2011), u dargR
mutanti. Otprije je poznato da ovim adhezinima alternativni sigma faktor RpoS kontrolira
transkripciju (Liu 1 sur., 2019; Martinez-Gil 1 sur., 2010). Pokazali su da je ekspresija rpoS gena
povecana u dargR mutanti, Sto znaci da je ArgR represor transkripcije 7poS gena, koji pojacava
ekspresiju gena adhezina /apF 1 pea koji su vazni za priljepljivanje bakterija za povrsinu. Zadnja
stavka istrazivanja ove grupe jest otkri¢e o postojanju regulacije povratnom spregom izmedu L-
arginina i c-di-GMP-a. Otkrili su da je ekspresija argR gena regulirana pomocu c-di-GMP preko
FleQ transkripcijskog regulatora na nacin da FleQ potice ekspresiju argT-hisQMP-argR genskog
klastera. Iz toga proizlazi da FleQ pomocu c-di-GMP potice ekspresiju ArgR koji onda potice

sintezu c-di-GMP ¢ime je krug zatvoren te se na taj nacin pojacava signal. Na slici 11. prikazana

18



je shema koja sumira istrazivanja ove grupe. Ostaje neodgovoreno pitanje zasto ArgR istovremeno
potice nastanak biofilmova i pokretljivost bakterija te je potrebno jos istrazivanja da bi se razumjelo

zamrSeno klupko uloga ovog znacajnog regulatora.
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Slika 11. Shema utjecaja L-arginina i proteina ArgR na metabolizam i transport L-arginina 1

nastanak biofilmova. Legenda znacenja strelica naznacena je na dnu slike.

Naposljetku, iz svih ovih istrazivanja moze se zakljuciti da je u rodu Pseudomonas L-arginin
klju¢na signalna molekula koja poti€e sesilni stil Zivota bakterija, odnosno nastanak biofilma. To
¢ini tako da pomocu proteina ArgR djeluje na enzime zaduZene na sintezu ili hidrolizu sekundarnog
glasnika c-di-GMP-a, koji je osnovna signalna molekula za formaciju biofilmova, te gene adhezina

zaduzenih za priljubljivanje bakterija na povrSinu.
5. L-Arginin kao faktor virulencije enterohemoragicne E. coli

Smatra se da mnogi sojevi Gram-negativne bakterije Escherichia coli naseljavaju probavni trakt
sisavaca ve¢ u prvim minutama po rodenju te se tamo zadrzavaju tijekom cijeloga zivota jedinke.

Takvi sojevi su komenzalski te obi¢no ne izazivaju infekcije. Medutim, postoji malen, ali znacajan
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broj sojeva E. coli koji su razvili gene za virulenciju te parazitiraju u probavnom traktu sisavaca.
Jedan od tih patotipova je enterohemoragi¢na E. coli (EHEC) koja uzrokuje krvavi proljev,
nekrvavi proljev i hemoliticki uremicni sindrom (HUS). Procijenjeno je da je potrebna iznimno
niska infektivna doza da bi se razvila infekcija, manje od 100 bakterijskih stanica (Kaper 1 sur.,

2004).

Osnovni faktor virulencije EHEC soja jest Shiga toksin 2 (Stx2a) koji djeluje tako da
razgraduje ribosomsku RNA (rRNA). Shiga toksini su viralnog porijekla, odnosno geni profaga A
(Wagner 1 sur., 2001). Stx2a je heksamer s podjedinicom A koja vrsi cijepanje TRNA 1 pet
podjedinica B koje sluze za vezanje na glikolipid globotriaozilceramid (Gb3) (slika 12.) (Endo i
sur., 1988; Jacewicz i sur., 1986; O’brien i Holmes, 1987).

Slika 12. Kristalna struktura Shiga toksina 2 iz bakterije EHEC (PDB ID: 4M1U). Podjedinice su

naznacene na slici.

Osim toga, vazni faktori virulencije su geni unutar otoka patogenosti LEE (engl. locus of
enterocyte effacement) koji se sastoji od pet operona, nazvanih LEE1-5. Najvazniji LEE geni su
gen za protein T3SS, efektorski geni koje T3SS unosi u kolonocite te transkripcijski regulator svih
gena LEE nazvan Ler (engl. LEE-encoded regulator) (Kaper i sur., 2004; Mellies i sur., 1999). S
obzirom na brojnost gena unutar LEE otoka patogenosti, jasno je da je potrebna stroga regulacija

njegove ekspresije jer se njthovom transkripcijom i translacijom tro$i mnogo energije. Zato je
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transkripcija Ler regulatora pod utjecajem brojnih domacinskih i bakterijskih signalnih molekula
kao S$to su epinefrin, norepinefrin, sukcinat i serin (Turner i sur., 2018). Na slici 13. prikazan je
reprezentativni T3SS protein iz bakterije Shigella flexneri kojemu je eksperimentalno odredena
kristalna struktura. Vidljivo je da se radi o relativno velikom proteinu (slika 13., pod A) te da je u

sredistu Supljina kroz koju se efektorski proteini unose u enterocite (slika 13., pod B).

A B

Slika 13. Kristalna struktura proteina T3SS iz bakterije S. flexneri (PDB ID: 8AXK). A pogled na

cijeli protein izvana, B pogled kroz srediste proteina.

Kod infekcija izazvanih EHEC sojem pojavljuju se karakteristi¢ne lezije enterocita, zvane
AE lezije (engl. attachment and effacement lesions) koje podrazumijevaju razaranje crijevnih
mikrovila 1 sljubljivanje bakterija uz apikalnu membranu enterocita domac¢ina (Moon i sur., 1983).
To uzrokuje nakupljanje aktinskih vlakana u apikalnom dijelu citoplazme enterocita koje
vjerojatno sluze pricvrs¢ivanju bakterije uz enterocitu (Knutton 1 sur., 1989). Za nastanak AE lezija
klju€an je upravo T3SS protein kroz koji se unose efektorski proteini iz bakterije u enterocitu i

posreduju infekciji (Jarvis 1 sur., 1995).

Citrobacter rodentium je bakterija koja sadrzi LEE gene i1 formira AE lezije na mi§jim

kolonocitama pa se koristi kao mi§ji surogat za istrazivanje EHEC soja zbog nemogucénosti
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istrazivanja humanih patogena in vivo (Mullineaux-Sanders i sur., 2019; Schauerlt i Falkow, 1993a;

Schauerlt i Falkow, 1993b).

Menezes-Garcia 1 suradnici (2020) su istrazivali virulenciju soja EHEC. Prvi nagovjestaj
da bi L-arginin mogao imati utjecaj na to bila je Cinjenica da su visokoprotoCnim pretrazivanjem
metabolickih puteva koji reguliraju ekspresiju gena virulencije EHEC soja pronadeni protein ArgR
1 prenositelj L-arginina ArtP kao potencijalni regulatori. Daljnjim istrazivanjima je potvrdeno da
ArgR 1 ArtP proteini doista sudjeluju u regulaciji ekspresije gena virulencije te je dokazano da L-
arginin igra klju¢nu ulogu u tome, kao Sto se moglo o¢ekivati. Drugim rijecima, pokazali su in vitro
da je pri rastu suplementiranom L-argininom u EHEC mutanti s delecijom 4argR manja ekspresija
LEE gena, sekrecija EspA i EspB te formacija AE lezija u odnosu na divlji tip i komplementcijski
s0j. U odsutstvu suplementacije L-argininom nije bilo razlike u ekspresiji navedenih gena mutante
u odnosu na divlji tip 1 komplementacijski soj EHEC. Takoder, delecija dargR je uzrokovala
smanjenu ekspresiju gena stx2a, odnosno Shiga toksina 2. To sugerira da je egzogeni L-arginin
vazna signalna molekula u ekspresiji gena patogenosti te da ArgR sluzi kao njegov senzor pa se
zato u odsutstvu gena argR nije mogla potaknuti ekspresija spomenutih gena. Uz to, u mutanti
AartP doslo je do smanjene ekspresije LEE gena, smanjene sekrecije EspA 1 EspB proteina te
manjeg nastanka AE lezija, §to potvrduje ulogu egzogenog L-arginina u virulenciji ove bakterijske
vrste. Zbog nemogucénosti istraZzivanja na humanim modelima, in vivo istraZzivanje je provedeno na
Sirokoprihva¢enom misjem surogatnom soju C. rodentium. U slucaju delecije dartP uopce nije
doslo do naseljavanja bakterija u mi§jim crijevima, $to povlaci pretpostavku da je ArtP kljucan za
naseljavanje. U slucaju delecije 4argR doslo je do naseljavanja, ali u mnogo manjoj mjeri u odnosu
na divlji tip. Uoc€eno je da je u crijevu inficiranih miSeva povecana koncentracija L-arginina, $to je
u skladu s ¢injenicom da je na vrhuncu infekcije smanjena ekspresija domacinskog prenositelja L-

arginina SLC7A2 (Menezes-Garcia i sur., 2020).

Prethodno su Singh 1 suradnici (2016) opre¢no pokazali da C. rodentium pojacava svoj
patogeni uc¢inak tako Sto povecava ekspresiju SLC7A2 proteina u domacinskim enterocitama uz
koje se priljubljuje, na kraju infekcije. Uz to, miSevi s delecijom Aslc7a2 nisu bili podlozni infekciji
C. rodentium. Takoder se pokazalo da je protein Talin-1, koji je bitan za formaciju AE lezija,
stabilniji u prisutstvu L-arginina. Suprotni rezultati ovih dviju grupa na temu ekspresije proteina

SLC7A2 mogu se objasniti upotrebom misjih sojeva razli¢ite podloznosti infekciji (Menzes-Garcia
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1 suradnici su 2020. radili sa infekciji podloznim sojem C3H/HelJ, a Singh i suradnici 2016. sa
manje podloznim sojem C57BL/6) i analizom ekspresije u razli¢itim stadijima infekcije. U svakom
slucaju, izgledno je da dolazi do promjena ekspresije prenositelja L-arginina SLC7A2 u
enterocitama inficiranih miSeva, u odnosu na neinficirane. To povlaci zakljucak da je cilj patogena

kontrolirati apsorpciju L-arginina u crijevima domacina.

Dosadasnja istrazivanja upucuju na to da egzogeni L-arginin uz pomo¢ senzora ArgR u
crijevnim patogenima EHEC povecava ekspresiju gena virulencije LEE 1 stx2a, sekreciju
efektorskih proteina EspA 1 EspB u enterocite, nastanak AE lezija te mijenja ekspresiju
domacinskih SLC7A2 prenositelja pri infekcijama izazvanima objema istrazivanim bakterijama,

enterohemoragi¢noj E. coli i C. rodentium.

6. Pogled s druge strane ogledala: L-arginin kao signal u
eukariotskoj borbi protiv patogena

Dosada je napravljen pregled nekih bakterijskih strategija patogenosti reguliranih L-argininom.
Medutim, 1 neki eukariotski domacini razvili su mehanizme imunosti koji su takoder pod utjecajem

L-arginina o ¢emu ¢e biti vise rijeci u nastavku poglavlja.

Makrofagi su imunosne stanice koje se smatraju prvom linijom obrane u borbi protiv upale
ili infekcije. Jako su potentni fagociti, Sto dokazuje ¢injenica da jedan makrofag moze fagocitirati
do 100 bakterija i probaviti ih u lizosomima. Uz to, otpustaju i reaktivne kisikove spojeve (ROS),
kao $to su superoksidi 1 peroksidi, te NO, hipoklorit 1 sl. koji djeluju baktericidno (Hall 1 Hall,
2021; Nathan, 1992). Enzim odgovoran za nastanak ROS-ova jest NADPH-oksidaza (Nelson 1
Cox, 2017), a inducibilna sintaza dusikovog oksida (engl. inducible nitric oxide synthase, iNOS) je
odgovorna za nastanak NO iz L-arginina (Lyons 1 sur., 1992). Makrofagi se aktiviraju signalnim
molekulama kao $to su: lipopolisaharidi Gram-negativnih bakterija (LPS), interferon-y (IFN-y),
upalnim citokinima itd. (Lorsbach i sur., 1993; Mylonas i sur., 2009). Signalni putevi koji se potom
induciraju su regulirani mitogen-aktivirajué¢im proteinskim kinazama (MAPK): kinaza regulirana
izvanstanicnim signalom (engl. extracellular signal-regulated kinase, ERK) 1 1 2, c-JUN N-
terminalna kinaza (JNK) 1 p38 MAPK koje onda nizvodno aktiviraju enzime §to sudjeluju u
imunosnom odgovoru (Guha 1 Mackman, 2001). Mnogi signalni putevi ovise o receptorima na koje

se vezu G proteini (engl. G protein-coupled receptors, GPCR), koji dalje stimuliraju ili inhibiraju
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nizvodne proteine signalnog puta. Neki od njih djeluju na fosfolipazu C (PLC), enzim koji od
membranskog lipida fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfata (PIP2) proizvode diacilglicerol (DAG) i
inozitol-1,4,5-trisfosfat (IP3). IP3 dalje sluzi kao glasnik koji potice otvaranje kalcijevog kanala
glatkog endoplazmatskog retikuluma (engl. sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca’*-ATPase,
SERCA) iulazak Ca®" u citosol §to aktivira protein kinazu C koja djeluje na brojne proteine u stanici

te ih aktivira ili inaktivira fosforilacijom (Nelson i Cox, 2017).

Pekarova 1 suradnici (2013) istrazivali su efekt L-arginina na aktivaciju peritonealnih
makrofaga miSeva pomocu LPS Gram-negativnih bakterija te signalne puteve na koje L-arginin
djeluje. In vivo dio istrazivanja su provodili na Cetiri grupe miSeva tretirane kako je prikazano u

tablici 2.

Tablica 2. Grupe miSeva na kojima je provedeno u istrazivanje i ¢ime su tretirani tijekom perioda

od sedam dana te §to im je jednokratno injektirano na kraju zadnjeg dana istrazivanja.

Grupa miSeva Sedmodnevan tretman Jednokratno injektirano (nakon 7 dana)
A Voda PBS
B Voda PBS s LPS do doze 0,3 mg/kg
C Voda s 30 mg/mL r-arginina PBS
D Voda s 30 mg/mL r-arginina PBS s LPS do doze 0,3 mg/kg

Nakon jednokratnog injektiranja fosfatnog pufera sa ili bez LPS-a, uocili su pad
koncentracije L-arginina i porast proizvodnje NO u plazmi kod grupa B 1 D u odnosu na kontrolu
(grupe A, C). Pronasli su znatan porast fosforilacije ERK1/2 1 p38 MAPK u grupi D, u odnosu na
ostale grupe (A, B C), ali ne i povecanu ekspresiju ovih kinaza. Uz to, pokazali su da je
koncentracija reaktivnih kisikovih spojeva bila dvostruko poveéana u grupi D, u odnosu na grupu
C. In vitro eksperimentima na izoliranim peritonealnim makrofagima su pokazali da L-arginin
potencira fosforilaciju JNK1/2, ERK1/2 1 p38 MAPK nakon stimulacije s LPS-ovima. Isto tako,
uocili su da je povecana proizvodnja NO i ekspresija iNOS proteina u peritonealnim makrofagima
uslijed stimulacije LPS-ovima i s poviSenom koncentracijom L-arginina. Dalje su ustvrdili da se

fosforilacija navedenih kinaza ne odvija u prisutstvu aminosteroida U73122 - inhibitora proteina
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PLC (Bleasdale i sur., 1990), Sto znaci da aktivacija ovih kinaza ovisi o GPCR-ovima (koji
aktiviraju PLC). To su potvrdili utiSavanjem nekih od njih, GPCR6a i CaSr, pomocu siRNA te se
pokazalo da je smanjena fosforilacija JNK1/2 1 ERK1/2, no ne i p38 MAPK.

Rezultati istrazivanja ove grupe ukazuju na to da L-arginin ima klju¢nu ulogu u aktivaciji
signalnih puteva koji poticu imunosni odgovor mi$jih peritonealnih makrofaga uzrokovan
lipopolisaharidima Gram-negativnih bakterija. Preciznije, makrofagi su stimulirani prisustvom
spomenutih lipopolisaharida te L-arginin znaCajno ubrzava imunosni odgovor i1 povecava

osjetljivost makrofaga na bakterijske endotoksine (slika 14.).
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Slika 14. Shema utjecaja L-arginina na ubrzavanje imunosnog odgovora peritonealnih makrofaga

i signalnih puteva koji u tome posreduju. Preuzeto i prilagodeno iz (Pekarova i Lojek, 2015).

7. Zakljucak

L-Arginin se pokazao kao vazna stani¢na signalna molekula u bakterijskom svijetu, pogotovo u
promociji patogenosti Gram-negativnih bakterija. Naime, L-arginin potice sesilni stil Zivota
bakterija roda Pseudomonas, odnosno nastanak bakterije zajednice priljubljene za povrSinu zvane
biofilm. Biofilmovi su iznimno rezistentni na antibiotike i poznato je da potpomazu infekciju pluca
izazvanu bakterijom P. aeruginosa. Signalnu ulogu L-arginina omogucava argininski senzor i
represor brojnih gena vezanih uz metabolizam i transport L-arginina, protein ArgR. ArgR s vezanim

L-argininom dalje poti¢e enzime koji stvaraju/razgraduju sekundarni glasnik ciklicki digvanilat,
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koji je osnovni element prelaska bakterijske zajednice iz planktonskog stila zivota na biofilm. Osim
toga, ArgR s vezanim L-argininom inhibira sintezu adhezina koji sluze priljepljivanju bakterija za
povrsinu, $to je oprecno prethodno spomenutoj ulozi. Ta opreka govori o tome koliko je ovaj sustav
u humanom crijevnom patogenu enterohemoragicnoj Escherichia coli i njezinom misjem surogatu,
Citrobacter rodentium, utvrdeno je da L-arginin uz pomo¢ senzora ArgR povecava ekspresiju gena
virulencije. Radi se o genima iz otoka patogenosti LEE 1 Shiga toksina 2, a uz to povecava i
injekciju efektorskih proteina u crijevne enterocite i nastanak lezija te mijenja ekspresiju
domacinskog prenositelja L-arginina enterocita - SLC7A2, na dosada nerazja$njen nacin. Naime,
razliCite istrazivacke skupine dobile su oprecne trendove ovisnosti ekspresije gena slc7a2 o L-
argininu. Unato¢ tome, neosporno je da L-arginin ipak ima nekakav utjecaj na ekspresiju ovog
prenositelja, odnosno da je strategija patogena kontrolirati apsorpciju prehrambenog L-arginina u
crijevima. To sugerira da je vaznost ove aminokiseline u molekularnom nadmetanju izmedu
prokariota i eukariota velika. To je potvrdeno ¢injenicom da L-arginin sluzi kao signalna molekula
u imunosti nekih eukariota. To jest, u mi§jim peritonealnim makrofagima se pokazao kao vrlo bitan
pojacivac signala lipopolisaharida Gram-negativnih bakterija koji aktiviraju imunosni odgovor.
Potrebno je nastaviti istraZivanja na ovu temu da bi se bolje razumjeli fino regulirani molekularni
mehanizmi kojima L-arginin sudjeluje u borbi za prevlast patogenih bakterija 1 njihovih domacina,

Sto bi potencijalno moglo dovesti do razvoja novih lijekova.
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