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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Arginaza (amidynohydrolaza, EC 3.5.3.1) wystgpuje niemal na kazdym poziomie ewolucji — jej
obecnos¢ stwierdzono u bakterii, drozdzy, roslin, bezkrggowcow i krggowcow. W watrobie zwie-
rzat ureotelicznych, gdzie aktywnos$¢ enzymu jest najwyzsza, arginaza uczestniczy w procesie
detoksykacji amoniaku. Aktywnos¢ arginazy w tkankach pozawatrobowych jest znacznie mniej-
sza, a jej funkcja nie jest w pelni wyjasniona — prawdopodobnie jest zwigzana z metabolizmem
L-argininy. Enzym ten jest oligomerem, zbudowanym z podjednostek o masie 2040 kDa, dla
ktérego optimum pH wynosi 10,0, a petna aktywno$¢ katalityczna zalezy od obecnosci jonéw
manganowych. Inhibitorami arginazy sa m.in. prolina i ornityna oraz produkt posredni w synte-
zie tlenku azotu — N®-hydroksy-L-arginina. U ssakéw arginaza wyst¢puje w postaci dwéch izo-
enzymow (Al — tzw. arginaza watrobowa i All — pozawatrobowa) bedacych produktami réznych
genéw (ARGI i ARGII). 1zoenzymy arginazy réznia si¢ sktadem podjednostkowym, umiejsco-
wieniem komoérkowym (Al jest postacig cytosolowa, AIl mitochondrialna), a takze wtasciwo-
Sciami fizyko-chemicznymi, kinetycznymi i immunologicznymi. Izoformy Al i All sa enzymami
o duzej swoistosci substratowej. W wigkszosci tkanek wystepuja oba izoenzymy, a ich ekspresja
ulega zmianie w zaleznosci od stanu czynnosciowego i potrzeb metabolicznych. Mimo réznic
w sktadzie aminokwasowym izoenzymoéw arginazy pochodzacych z réznych organizméw maja
one wysoce konserwatywne regiony, odpowiedzialne za strukturalne i katalityczne wlasciwosci
enzymu.

arginaza ° izoenzymy

Summary

Arginase (amidinohydrolase, EC 3.5.3.1) is present in all living organisms, i.e. bacteria, yeasts,
plants, invertebrates, and vertebrates. In ureolitic organisms, arginase expresses the highest ac-
tivity in the liver, where it takes part in ammonia detoxification. Arginase activity is much lo-
wer in extrahepatic tissues and its physiological function is still poorly understood; however, it
seems to be involved in L-arginine metabolism. Arginase is a homotrimer consisting of 20- to
40-kDa subunits acting at a pH of 10 and in the presence of manganese ions. Proline, ornithine,
and N¢-hydroxy-L-arginine, an intermediate in the biosynthesis of NO, are known as competiti-
ve arginase inhibitors. Two arginase isoenzymes, Al (the so-called “hepatic arginase”) and AIl
(“extrahepatic arginase”) are present in mammalian tissues. There are significant differences be-
tween the isoenzymes regarding their subcellular localization, isoelectric point, substrate affi-
nity, and immunological cross-reactivity. Arginase isoenzymes Al and All have high substrate
specificity, but the affinity to L-arginine is higher for isoenzyme Al than AIl. Both isoenzymes
exist in most tissues and their expressions change depending on the functional state and metabo-

206



Mielczarek-Puta M. i wsp. - Nowe oblicza arginazy. CzeS¢ 1. Struktura i whasciwosci

lic requirements. Besides differences in the amino-acid content of the arginase isoforms within
one or different species, they have highly conserved regions responsible for the structure and ca-

talytic properties of arginase.
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Wykaz skrotow:

ABH - kwas 2(S)-amino-6-boroheksanowy; ARGI - gen kodujacy podjednostke arginazy Al;

ARGII - gen kodujagcy podjednostke arginazy All; BEC - S-(2-boroetylo)-L-cysteina;

CAT - transporter aminokwasow kationowych (cationic amino acid transporter); CRP-cAMP - biatko
receptorowe dla cAMP (cAMP receptor protein); kDa - kilodalton; kpz - kilo par zasad;

L-NAME - ester metylowy NE-nitro-L-argininy; NO - tlenek azotu; NOHA - Né-hydroksy-L-arginina;
nor-NOHA - N-hydroksy-nor-L-arginina; NOS - syntaza tlenku azotu; pz - par zasad.

1. WYSTEPOWANIE ARGINAZY

Arginaza (amidynohydrolaza L-argininy, EC 3.5.3.1) po
raz pierwszy zostata opisana w 1904 r., kiedy to Kossel
i Dakin wykazali jej obecnos¢ w tkankach zwierzecych [36].
Czternascie lat p6Zniej Clementi stwierdzil, ze arginaza wy-
stgpuje w duzych ilosciach w watrobie ssakéw, a w 1928 r.
Krebs i Henseleit wyjasnili jej udzial w tworzeniu moczni-
ka. Byt to pierwszy krok do odkrycia cyklicznego proce-
su detoksykacji amoniaku w watrobie nazywanego cyklem
Krebsa-Henseleita lub cyklem mocznikowym [13,37]. Dzi§
wiadomo, ze arginaza katalizuje reakcj¢ hydrolizy, prowa-
dzaca do odszczepienia grupy guanidynowej z L-argininy
i utworzenia L-ornityny i mocznika (ryc. 1).

Arginaza jest enzymem szeroko rozpowszechnionym
w przyrodzie. Jej obecnos¢ stwierdzono u bakterii, drozdzy,
roslin, bezkrggowcdw i krggoweow [28]. Najwigcej donie-
siedl naukowych dotyczy wystgpowania arginazy w tkan-
kach ssakéw. Obecnie wiadomo, ze poza watroba enzym

ten znajduje si¢ w wielu innych tkankach, takich jak mézg
[5,39,47,48,69], sluzéwka jelita, zotadek, §ledziona, grasi-
ca [6,46,74], trzustka [59], gruczot §linowy [72], gruczot
mleczny [6,29], gruczot krokowy [40,74], tarczyca [22,74],
tkanki oka [35], a takze w komdrkach krwi (erytrocyty,
plytki krwi, limfocyty, granulocyty, monocyty, makrofa-
gi) i komoérkach §rédbtonka naczyn [28,34,56,74]. Mimo
powszechnos$ci wystgpowania, nie stwierdzono aktywnosci
arginazy w erytrocytach malpy, psa, kota i szczura [51].

Giéwna funkcjaq arginazy u zwierzat ureotelicznych jest
udzial w procesie detoksykacji amoniaku w watrobie.
Arginaza wydaje si¢ najwazniejszym enzymem regulu-
jacym szybkos$¢ cyklu mocznikowego i pozwalajacym
na prawidtowy przebieg przemian azotu aminowego do
mocznika. Poza watroba, obecno$¢ niektérych enzymoéw
cyklu mocznikowego wykazano w jelicie cienkim $wini,
szczura i myszy. Stwierdzono aktywno$¢ syntetazy kar-
bamoilofosforanowej i arginazy u §wini, szczura i myszy;
karbamoilotransferazy ornitowej u §wini i szczura; syn-
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Ryc. 1. Reakcja katalizowana przez arginaze
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tetazy argininobursztynianowej u szczura i liazy argini-
nobursztynianowej u myszy [3,27,52,55,68,70]. Badania
prowadzone in vitro na enterocytach §wini dowiodty, ze ko-
morki jelita cienkiego maja mozliwos¢ detoksykacji amo-
niaku, powstajacego z rozpadu glutaminy [69]. Wydajnos¢
procesu detoksykacji jest jednak nieznaczna w poréwnaniu
z watroba, dlatego watpliwe jest, aby rola arginazy w jeli-
cie byt udziat w utylizacji amoniaku. Zdolnos¢ tworzenia
cytruliny z amoniaku wykazano takze w komérkach jeli-
ta grubego szczura [45].

W tkankach pozawatrobowych, u organizméw pozbawio-
nych kompletu enzyméw cyklu mocznikowego lub kom-
partmentacji komoérkowej, rola arginazy sprowadza sig
do katabolizmu egzo- i endogennej L-argininy. Arginina
jest aminokwasem niezbgdnym do prawidtowego rozwoju
mtodych organizméw, natomiast u oséb dorostych jej su-
plementacja jest wskazana w przypadku urazéw, oparzen
i zaburzenia czynnos$ci nerek [71]. Arginaza tkanek po-
zawatrobowych utrzymuje optymalne stg¢zenie tego ami-
nokwasu w komoérkach i moze by¢ jednym z czynnikéw
odpowiedzialnych za utrzymanie prawidlowego stezenia
mocznika we krwi u pacjentdw z genetycznie uwarunko-
wanymi blokami enzymatycznymi cyklu mocznikowego
[11]. Dostgpnos¢ L-argininy w komdrce regulowana jest
m.in. na poziomie jej transportu przez btong plazmatycz-
na. Obecnie wiadomo, Ze arginina, podobnie jak inne ka-
tionowe aminokwasy, jest transportowana do wnetrza ko-
morek przez wysoce swoiste nosniki biatkowe, okreslane
jako uktad przenosnikéw y*, b%*, B+, y*L.. Okoto 70% ar-
gininy jest przenoszone za posrednictwem niewrazliwe-
go na pH i niezaleznego od jonéw Na* uktadu y*, ktérego
efektywne dziatanie jest mozliwe dzigki obecnosci biatek
przenosnikowych CAT [14,18,60].

2. 1ZOENZYMY ARGINAZY W TKANKACH SSAKOW

2.1. Ogoélna charakterystyka

Od ponad 30 lat badane jest zjawisko odmiennosci mole-
kularnej arginazy metodami chromatograficznymi, elek-
troforetycznymi i immunologicznymi. Pierwsze, opubliko-
wane juz w 1970 r. prace wykazaty istnienie w tkankach
cztowieka czterech réznych izoform arginazy. Badania
pozniejsze wskazywaly na obecnos¢ trzech izoenzyméw
arginazy w tkankach ssakéw [4,20]. Obecnie wiadomo,
ze u ssakow wystepuja dwa izoenzymy arginazy — argina-
za Al zbudowana z trzech podjednostek ,,L.°, ktérej obec-
no$¢ po raz pierwszy stwierdzono w watrobie oraz arginaza
All zbudowana z trzech podjednostek ,,K” (po raz pierw-
szy opisana w nerce) [11,28]. Do niedawna uwazano, ze
arginaza Al jest charakterystyczna tylko dla hepatocytow,
a jej gtéwna funkcja jest udzial w procesie detoksykacji
amoniaku. Dzi§ wiadomo, Ze poza watrobg jest ona obec-
na takze w erytrocytach, makrofagach, ptucach, gruczole
slinowym, zotadku, skorze, jelicie, przetyku, trzustce, §le-
dzionie oraz weztach chtonnych [34,43,49,54,72]. Arginaza
AIl wystgpuje w nerce, jelicie, zotadku, mézgu, tarczycy,
przysadce, ptucach, prostacie, sercu, tozysku, macicy, ja-
drach, skérze, gruczole krokowym, migsniach szkieleto-
wych i makrofagach [22,23,43,44,67,74]. Poza tym istnie-
je coraz wigcej dowoddw na jej obecnos¢ w komdrkach
watroby [22,44,67]. Z tego powodu stosowany powszech-
nie podzial na arginaz¢ watrobowa (Al) i pozawatrobowa

Tabela 1. Pordwnanie izoenzymdw arginazy [11,16]

Wiasciwosci Arginaza Al Arginaza All
Lokalizacja komérkowa cytosol  mitochondrium
Masa podjednostki (kDa) 35 40
Punkt izoelektryczny 9,3 6,8
Optymalne stezenie jonéw Mn?* (mM) 20,0 2,0
Optymalne pH 9,9 10,0
Reakgja z przeciwciatami anty Al + -
Hamowanie przez proline + ++
Hamowanie przez ornityne ++ +

— nerkowa (AIl) stracit na aktualnosci, gdyz w wigkszo-
Sci tkanek wystepuja oba izoenzymy, a ich ekspresja ule-
ga zmianie w zaleznosci od stanu czynnosciowego i po-
trzeb metabolicznych [11].

Izoformy arginazy réznia si¢ sktadem podjednostkowym,
umiejscowieniem komérkowym (Al jest postacia cytoso-
lowa, AII mitochondrialng), wtasciwosciami immunolo-
gicznymi, biochemicznymi i kinetycznymi oraz wrazli-
woscia na inhibitory [28]. Podstawowe réznice pomigdzy
arginaza Al i All przedstawiono w tabeli 1.

2.2. Swoistos¢ substratowa i powinowactwo

Izoformy Al i All sa enzymami o duzej swoistosci sub-
stratowej, ktora zalezy od obecnosci grupy guanidynowe;j,
diugosci i1 charakteru laricucha bocznego oraz utozenia
podstawnikéw przy weglu o. Najwigksze powinowactwo
arginaza wykazuje do L-argininy, ale hydrolizuje takze
amid L-argininy, kwas L-argininowy, agmatyng, L-kana-
waning, L-homoargining i L-tioargining. Natomiast D-ar-
ginina, kwas guanidynomastowy i N°-metylo-L-arginina
nie s substratami arginazy [1,24].

Izoforma Al wykazuje wigksze powinowactwo do L-ar-
gininy niz izoforma AIl. Warto§¢ Km dla obu arginaz
waha si¢ w szerokim zakresie, 0,02—20 mM dla izoformy
Ali 0,3-45 mM dla izoformy Al [19,28]. Tak odmienne
wartosci wynikaja prawdopodobnie z zastosowania rdz-
nych metod i warunkéw oznaczania. I tak, Km wyznaczane
w pH 9,5 dla arginazy Ali arginazy All wynosi odpowied-
nio 0,02 mM i 0,3 mM. Warunki pH zblizone do fizjolo-
gicznych zmniejszaja powinowactwo enzymu do substra-
tu. Km dla AI w pH 8,5 wynosi 0,08 mM, natomiast Km
dla AIl w pH 7,0 wzrasta do 4,8 mM [7,16,19].

2.3. Aktywatory i inhibitory

Do najczesciej opisanych fizjologicznych aktywatoréw ar-
ginazy Al i All nalezg jony manganawe (Mn>*). Wsréd ar-
ginaz nizszych organizméw rolg aktywatoréw moga pet-
ni¢ jony Fe**, Co?*, Ni** i Cd** [1].

Aktywnos$¢ arginazy Al i All jest hamowana przez ami-
nokwasy rozgatezione (Val, Leu, Ile), kationy metali cigz-
kich (Cu, Hg, Cd), anion cytrynianowy i fluorkowy oraz
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puryny i pirymidyny [8,16,54,63,64,65]. Réwniez azotyny,
w przeciwienstwie do azotandéw, moga hamowac¢ aktyw-
nos¢ arginazy z watroby wotu i makrofagéw myszy [26].
Hamujacy wptyw wykazuje takze ester metylowy N°-ni-
tro-L-argininy (L-NAME), ktory nalezy do silnych inhi-
bitoréw NOS [53]. Ponadto aktywno$¢ obu izoenzymdéw
arginazy hamuja NC-hydroksy-L-arginina (NOHA) i jej
analog N¢-hydroksy-nor-L-arginina (nor-NOHA), a takze
kwas borowy i jego pochodne, takie jak kwas 2(S)-ami-
no-6-boroheksanowy (ABH) i S-(2-boroetylo)-L-cysteina
(BEC) [1,7,15,17,19,33].

Zrozumienie mechanizmu hamowania, a takze pozna-
nie réznic w strukturze izoenzymow arginazy, umozliwia
opracowanie selektywnych inhibitoréw, ktére w przyszio-
Sci moga by¢ przydatne w terapii wielu schorzen.

3. BubowA MOLEKULARNA IZOENZYMOW ARGINAZY

Istnieja dwa odrebne geny kodujace izoenzymy arginazy
[58]. Gen ARG I dla podjednostki arginazy Al ma dtugosé
11,5 kpz i miesci si¢ na dlugim ramieniu chromosomu 6
w pozycji 6q23 [57]. Sktada sig on z 8 eksonéw o zrézni-
cowanej dlugosci od 73 pz (ekson 2) do 587 pz (ekson 8).
Sposréd 7 intronéw, najmniejszy (intron 6) ztozony jest
z 186 pz, a najwigkszy (intron 1) z 3,6 kpz. Pomigdzy ge-
nami arginazy I r6znych gatunkéw istnieje duze podobieni-
stwo, np. pomig¢dzy genami szczura i cztowieka istnieja
fragmenty homologiczne w 84%. Sekwencja promotoro-
wa genu 5°-TATAA-3’ ARGI czlowieka jest klasyczna se-
kwencja promotorowa ,,TATA-box” i znajduje si¢ w pozy-
cji od -28 do -24 od miejsca startu transkrypcji. Sekwencja
5’-AGCCAG-3’ zlokalizowana w pozycji od -72 do -67
wiaze czynnik transkrypcyjny CTF/NF1. Natomiast w po-
zycji od -366 do -359 znajduje si¢ sekwencja wzmacniaja-
ca 5’-GAGGAAAG-3’, podobna do wirusowych i komor-
kowych sekwencji wiazacych czynniki wzmacniajace. Na
nici antysensownej w rejonach od -319 od -333, od -225
do -239 oraz nici sensownej w rejonie od -74 do -60 sa
umiejscowione miejsca odpowiedzialne za wiazanie hor-
monéw glikokortykosteroidowych. W pozycji od -289 do
-282 potozona jest sekwencja 5S’-TGAAGTCA-3’ podobna
do sekwencji rozpoznawanej przez kompleks CRP-cAMP
(cAMP receptor protein) [61]. Gen ARGII kodujacy pod-
jednostke ludzkiej arginazy AIl znajduje si¢ na 14 chro-
mosomie w pozycji q24.1-24.3 [22].

Liczne prace eksperymentalne pozwolity pozna¢ struk-
tur¢ cDNA ludzkiej arginazy Al i AIl. Wiadomo, ze na
konicach 5° i 3° cDNA izoformy Al znajdujg si¢ nieulega-
jace translacji sekwencje o dtugosci 56 pz i 423 pz [25].
Wedtug réznych autoréw, cDNA ludzkiej arginazy All za-
wiera na koricu 5’ nieulegajaca translacji sekwencje zto-
zong z 20 lub 16 pz, a na koricu 3’ nieulegajacy translacji
fragment o dlugosci 272 lub 788 pz. Oba izoenzymy argi-
nazy na konicach 3’ maja sekwencje¢ poli(A) [23,44]. mRNA
ludzkiej arginazy Al ma wielkos¢ 1,6 kpz, natomiast argi-
nazy All 1,5-1,8 kpz. Monomer arginazy Al jest ztozony
z 322 reszt aminokwasowych (AA) i kodowany przez nu-
kleotyd dlugosci 966 pz, podczas gdy monomer arginazy
All zawiera 354 aminokwasy i jest kodowany przez 1062
pz [23,25,44,67]. Zaprojektowany na podstawie sekwencji
nukleotydowej taficuch polipeptydowy momomeru argina-
zy Al ma masg czasteczkowa 34,7 kDa, a arginazy II wy-

nosi okoto 40 kDa, co jest zgodne z warto$ciami uzyskany-
mi eksperymentalnie [16,23,25]. R6znica 32 AA pomigdzy
arginaza Al i AIl wynika z obecnosci dodatkowych reszt
aminokwasowych na N- i C-koricu biatka AIl. Uwaza sig,
ze zlokalizowana na N-koncu 18-aminokwasowa sekwencja
sygnatowa umozliwia transport biatka do mitochondrium,
a niedojrzata postac¢ obecna w cytosolu jest prawdopodob-
nie chroniona przez biatka szoku termicznego [21,23,62].
Wewnatrz mitochondrium prekursor enzymu ulega prze-
ksztatceniu do postaci dojrzatej w wyniku odcigcia sekwen-
cji sygnatowej. Nie jest znana doktadna pierwszorzgdowa
struktura AA sekwencji sygnatowej, ale wiadomo ze nie
ma ona aminokwaséw kwasnych, zawiera natomiast liczne
reszty argininy, lizyny i seryny. Przypuszcza sig, ze miej-
sce odcigcia znajduje si¢ pomig¢dzy Ser-22 a Val-23 [23].
Zaproponowana przez Colleluori i wsp. [16] sekwencja 10.
pierwszych AA N-konca dojrzalej postaci arginazy All su-
geruje obecnos¢ drugiego, potencjalnego miejsca odcig-
cia sekwencji sygnatowej pomigdzy Val-26 a Ala-27. Obie
dojrzate postaci ,,Val 23" i ,,Ala 27" ulegaja ekspresji, ale
postac ,,Ala 27" nie wykazuje aktywnosci enzymatyczne;j.
Dlatego autorzy sugeruja, ze pierwsze cztery aminokwa-
sy N-korica dojrzalej postaci arginazy All sa niezbedne do
utrzymania trzeciorzgdowej struktury enzymu i wlasciwe;j
konformacji biatka [16,23].

Izoformy arginazy tego samego typu (Al lub AIl) pocho-
dzace z r6znych organizméw wykazuja wigksze podobieni-
stwo niz rézne izoenzymy w obrebie jednego gatunku.
Homologia sekwencji biatkowej ludzkich arginaz Ali AIl
wynosi 53-62%, a homologia arginazy Al i All u Xenopus
leavis (zaba szponiasta) jest rzedu 49%. Natomiast argi-
nazy All cztowieka i Xenopus leavis sa identyczne w po-
nad 70%, a arginazy Al tych samych gatunkéw w 64%.
Homologia sekwencji biatkowej arginaz szczura i czlo-
wieka jest jeszcze wigksza i wynosi 87% pomigdzy izo-
formami Al i 83% pomigdzy izoformami AIl. Tak duze
podobienstwo arginaz réznych gatunkéw moze by¢ dowo-
dem, ze oba izoenzymy wywodza si¢ ze wspdlnego genu,
ktorego duplikacja nastapita przed lub na wczesnym eta-
pie ewolucji ptazow. Wydaje sig, ze jako pierwsza pojawi-
ta si¢ izoforma AlI [23,50,67].

4. STRUKTURA IZOENZYMOW ARGINAZY

Pomimo odmiennych wtasciwosci kinetycznych, immu-
nologicznych i fizyko-chemicznych obydwa izoenzymy
arginazy maja wysoce konserwatywne regiony, odpowie-
dzialne za strukturalne i katalityczne wtasciwosci enzy-
mu, a takze podobna tréjwymiarowa strukturg przestrzenna
[28]. Najdoktadniej poznano i opisano wtasciwosci argi-
nazy pochodzacej z tkanek szczura, ktéra wykazuje duze
podobieristwo do arginaz z tkanek innych ssakow [4,64].
Biorac pod uwagg lokalizacj¢ narzadowa, do najlepiej zba-
danych naleza arginazy watrobowe i nerkowe oraz argina-
zy z makrofagéw i fibroblastow.

Obie izoformy arginazy ssakéw sa homotrimerami o réz-
nej masie czasteczkowej (ryc. 2). Masa czasteczkowa
arginazy Al wynosi 105 kDa, a arginazy All 129 kDa
[16,30]. Arginaza obecna w watrobie szczura jest bial-
kiem o budowie globularnej i wymiarze jednej podjed-
nostki 40x50x40 A. Kazdy monomer zawiera elementy
o strukturze o i 3 (88). Arginaza All cztowieka i arginaza
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His-101

Asp-124 His-126

Ryc. 2. Struktura przestrzenna ludzkiej arginazy Al [19]; ryc. pobrano z bazy
danych RCSB PDB (PROTEIN BATA BANK) www.rcsh.org; motyw S
7aznaczono na czerwono, jony manganu przedstawiono jako szare
punkty. Kazdy monomer wiaze dwa jony manganu

Al szczura wykazuja identyczng lokalizacjg przestrzenna
fragmentéw o strukturze o i B taicucha polipeptydowe-
2o [7]. Aminokwasy C-korica kazdego monomeru argi-
nazy tworza charakterystyczny motyw w ksztalcie lite-
ry S, a interakcje pomigdzy resztami aminokwasowymi
kazdej podjednostki warunkuja strukturg czwartorzgdowa
czasteczki enzymu. Stabilizacja trimeru jest mozliwa po-
przez wiazania wodorowe, jonowe oraz sity van der Waalsa.
Oddziatywania te stanowia okoto 54% wszystkich interak-
¢ji na poziomie podjednostek arginazy [2,16,31]. Opisano,
ze istotnym, konserwatywnym aminokwasem determinu-
jacym strukture trimeru jest arginina potozona w pozycji
308, ktora dzigki oddziatywaniom z Glu-262 i Asp-204
sasiednich podjednostek utrzymuje strukturg czwartorze-
dowa [2,12,31]. Mutacja punktowa w pozycji 308 prowa-
dzi do zniszczenia trimeru i powstania aktywnych mono-
meréw. Aktywnos¢ badanych wariantéow R308A, R308E
i R308K jest mniejsza, a dysocjacja na podjednostki za-
chodzi 10 razy szybciej w poréwnaniu z niezmieniona
czasteczka enzymu. Zmutowane biatko arginazy wykazu-
je wigksza wrazliwos¢ na wysoka temperaturg. W badaniu
struktury krystalograficznej wariantu R308K stwierdzono,
ze w duzym ste¢zeniu, arginaza ma postac trimeru, ale inte-
rakcje Lys-308 z aminokwasami sasiadujacych podjedno-
stek sa stabsze niz w przypadku niezmienionego warian-
tu Arg-308 [38]. Jednak badania arginazy pozbawionej 14
C-koricowych aminokwaséw przecza teorii, ze ,,motyw S
i Arg-308 determinuja strukturg przestrzenna enzymu [42].
Ponadto poréwnanie reszt aminokwasowych arginaz dwu-
dziestu jeden réznych organizméw wykazato, ze Arg-308
wystepuje jedynie w typie Al i All cztowieka, szczura,
myszy i Xenopus leavis, podczas gdy w arginazach niz-
szych organizméw zastgpiona jest innym aminokwasem
[50]. Wedtug Mora i wsp. [42] aminokwasami odpowie-
dzialnymi za utrzymanie czwartorzegdowej struktury enzy-
mu sa wysoce konserwatywne reszty Glu-256 i Arg-255.
Lanicuch boczny Glu-256 znajduje si¢ w odlegtosci 2,9 A
od grupy guanidynowej Arg-255 sasiedniej podjednostki,
dzigki czemu mozliwe jest utworzenie wigzania jonowe-
go pomigdzy aminokwasami. Glu-256 wydaje si¢ jedyna
wysoce konserwatywna reszta w rodzinie arginaz, zaanga-
zowana w interakcje pomiedzy podjednostkami. Dlatego
brak Glu-256 w arginazach organizmdéw nizszego rzedu

Ryc. 3. Dwumanganowe centrum aktywne arginazy Al z watroby szczura
[1,31]

moze tlumaczy¢ ich odmienna czwartorzgdowa struktu-
re [50]. Wykazano, ze C-konicowy fragment arginazy AlIl
oprocz konserwatywnych reszt aminokwasowych, zawie-
ra dodatkowa sekwencje, ktdrej rola nie jest w pelni wy-
jasniona. By¢ moze jest ona odpowiedzialna za tworzenie
oligomeréw wyzszego rzedu [16].

Cecha wspdlna wszystkich znanych arginaz, zaréwno pro-
kariotycznych jak i eukariotycznych jest obecnos¢ biwa-
lentnych kationéw metali, ktére warunkuja jej petng aktyw-
nos$¢ katalityczna 1 wlasciwa konformacje przestrzenna [9].
Arginaza ssakéw jest metaloenzymem, ktory do petnej ak-
tywnosci wymaga obecnosci jonéw manganu (Mn?*). Dwa
jony manganu, oznaczone jako Mn**, oraz Mn**,, potozo-
ne sg w centrum aktywnym na fragmencie 3 kazdej z pod-
jednostek. Centrum dwumanganowe znajduje si¢ na gtebo-
kosci okoto 15 A, natomiast odleglosé pomiedzy atomami
manganu wynosi 3,3 A. Glebiej usytuowany jon Mn**, jest
utrzymywany przez wiazania koordynacyjne z His-101,
Asp-124, Asp-128, Asp-232 oraz jonem hydroksylowym.
Silniej zwiazany jon Mn* tworzy kompleks z His-126,
Asp-124, Asp-232, Asp-234 oraz czasteczka rozpuszczal-
nika [1] (ryc. 3). Jony Mn** odgrywaja wazna role w ak-
tywacji czasteczki wody, ale takze stabilizujg w uktadzie
tetraedrycznym jon hydroksylowy powstajacy w czasie re-
akcji hydrolizy. Elementy struktury enzymu wiazace jony
Mn? sa wysoce konserwatywne w obrebie arginaz réz-
nych gatunkéw [50]. W Swietle tego nie dziwi to, Ze opi-
sana niedawno struktura centrum Mn(II) ludzkiej argina-
zy All jest identyczna z centrum manganowym arginazy
Al z watroby szczura [7]. Lopez i wsp. [41] wykazali, ze
w centrum aktywnym arginazy AlI jon Mn**_jest silniej
zwigzany niz w centrum aktywnym arginazy Al

Poréwnanie sekwencji aminokwasowych dwudziestu je-
den arginaz r6znych organizmoéw, m.in. cztowieka, szczu-
ra i myszy wykazato istnienie dwudziestu wysoce kon-
serwatywnych reszt aminokwasowych. Wsréd nich duzy
procent stanowig reszty Gly, Pro i Asp, ktére sa odpowie-
dzialne za prawidtowe ulozenie przestrzenne biatka [50].
Waznymi aminokwasami odpowiedzialnymi za funkcje
katalityczne sa His-141, Asp-181 (u niektérych gatunkéw
zastapiony przez Ser) i Glu-277. Wiadomo, ze Asp-181
i Glu-277 tworza wiazania jonowe z dodatnio natadowa-
nym azotem grupy guanidynowej L-argininy, co utrzymuje

210



Mielczarek-Puta M. i wsp. - Nowe oblicza arginazy. CzeS¢ 1. Struktura i whasciwosci

His-141

His-141

Gz ©
e Asp-128 Asp-128
L-ornithine, urea'*\ V
His-141 R
\_(\N: His41 | His-141 ,
i HoN NH T "
2l 2 NH; 0k --------------- :
. W, Ha TN,
B Q y Guerr © a2t © SO
Al . £ T
Guarr O Moz My T M ; — e P M
7 \ / i /
/o H:0 [ |
/ ; 2! f
oto,«' L
Aap-'za\ Asp128 i

His-141

Ryc. 4. Proponowany mechanizm reakdji katalizowanej przez ludzkg arginaze Al [19]

substrat w czasie reakcji i utatwia hydrolizg [10,31,50,66].
Obecnos¢ wysoce konserwatywnych reszt aminokwaso-
wych w obrebie rodziny arginaz determinuje prawidtowa
strukturg przestrzenng biatka i optymalne wlasciwosci ka-
talityczne enzymu.

5. MECHANIZM REAKC)I KATALIZOWANEJ PRZEZ ARGINAZE,

Zaproponowany przez Kanyo i wsp. [31] model reakcji kata-
lizowanej przez arginaz¢ sktada sig z czterech etapéw (ryc.
4): wigzania substratu, tworzenia uktadu tetraedrycznego,
wiazania powstatych produktéw i ich dysocjacji. Wiazanie
substratu polega na utworzeniu potaczenia jonowego po-
migdzy grupa guanidynowa L-argininy a grupa karboksy-
lowa Glu-277. Oprécz Glu-277 istotna role w przytacze-
niu i odpowiednim utozeniu L-argininy odgrywa Thr-246
i His-141. W drugim etapie dochodzi do nukleofilowego
ataku jonu hydroksylowego na grupe guanidynowa. W kon-
sekwencji powstaje tetraedryczny intermediat. Nastepnie
z udzialem Asp-128 nastgpuje przeniesienie protonu z jonu
hydroksylowego na grupe €-aminowa argininy. Nastgpuje
rozpad tetraedrycznego intermediatu i uwolnienie L-orni-
tyny i mocznika. W procesie tym wazna role katalityczna
odgrywa His-141. Przypuszcza sig, ze His-141 przekazuje
proton z otaczajacego roztworu do grupy d-aminowej orni-
tyny. W ostatnim etapie dochodzi do przytaczenie czasteczki
wody do centrum manganowego, co powoduje przesunigcie

PismiENNICTWO

mocznika na koordynacyjna strong jonu Mn** . Dysocjacja
produktu, a takze obecnos$¢ w centrum katalitycznym His-
141 utatwiaja jonizacje czasteczki wody zwigzanej z me-
talem. Powstaty z udzialem korficowego taricucha His-141
proton zostaje przeniesiony do roztworu. Dochodzi do od-
tworzenia katalitycznie aktywnego jonu hydroksylowego.
Dzigki zdolnosciom przenoszenia protonéw, His-141 cze-
sto okreslana jest mianem czétenka protonowego, cho¢ jej
udzial w katalizie wciaz wywotuje dyskusje [10,19,32]. Na
obecnym etapie badan nie ma ustalonej kolejnosci w ja-
kiej nastgpuje odlaczanie produktéw od kompleksu argi-
naza-L-ornityna-mocznik.

Pobsumowanie

Arginaza jest enzymem znanym od ponad 100 lat, ale do-
piero rozwoj nowoczesnych metod badawczych pozwolit
na poznanie jej struktury i wtasciwosci. W tkankach ssa-
kéw arginaza wystepuje w postaci dwoch izoenzymow Al
i All, ktére sg produktami réznych genéw. Najdoktadniej
zbadano i opisano arginaze obecng w tkankach szczura,
ktéra wykazuje duze podobienistwo do arginaz z tkanek in-
nych ssakéw. Arginaza jest enzymem cyklu mocznikowe-
go, ale wystegpuje réwniez w tkankach pozawatrobowych,
w ktérych cykl ten nie zachodzi. Pomimo trwajacych in-
tensywnych badan rola arginazy pozawatrobowej nie jest
w pelni wyjasniona.
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