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Ispitivanje uticaja razlicitih
liganada na dinitrozil
gvozde kompleksom
(DNIC) uz posredovanu
dismutaciju azot monoksida
(NO)

Azot monoksid (NO) je veoma vazan molekul koji u
organizmu regulise veliki broj procesa, medutim od-
redeni efekti koji mu se pripisuju poticu od njegovih
reaktivnih vrsta, kao Sto su nitroksil (NO") i nitro-
zonijum (N0+) joni. Slobodno gvoZde koje se u or-
ganizmu nalazi vezano za niskomolekulske ligande
ili proteine gradi sa azot monoksidom DNIC (dini-
trozil kompleks gvozda). Cilj rada bio je da prouci
efekte razlicitih liganada (cistein, glutation i govedi
serum albumin) na stabilnost i nastajanje DNIC i na
DNIC-posredovanu dismutaciju NO do NO~ vrste.

Uvod

Azot monoksid (NO) je veoma vaZan molekul
koji u organizmu reguliSe veliki broj procesa; NO
ucestvuje u regulaciji krvnog pritiska, neurotrans-
misiji, odbrani od patogena (Moncada et al. 1998).
Pored brojnih fizioloskih uloga, azot monoksid moZe
delovati i patofizioloski kada je prisutan u prekomer-
nim koli¢inama u organizmu (Moncada et al. 1998).
Za neke bolesti, kao $to su hipertenzija, angina pek-
toris i impotencija, karakteristican je manjak NO,
dok se druge, kao npr. zapaljenjski procesi, neurode-
generativne bolesti, povezuju sa povecanom produk-
cijom NO. Patoloski efekti su uglavnom povezani sa
prekomernim generisanjem reaktivnih azotnih vrsta
(RNS, reactive nitrogen species), kao Sto je peroksi-
nitrit (OONO ), koji nastaje u reakciji NO sa super-
oksid anjon radikalom (O2") (Eiserich et al. 1998;
Groves, 1999).
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Od skora se pojavila hipoteza da bi u organizmu
mogli postojati enzimi ili jedinjenja koja su u stanju
da prekomerno generisani NO dismutuju. Radovi Ni-
keti€ et al. 1999 i Stojanovic et al. 2004 pokazuju da
bi takvu ulogu u organizmu mogli uzeti mangan su-
peroksid dismutaza i/ili DNIC (dinitrosyl iron com-
plex). Dismutacijom azot monoksida nastaju NO¥ i
NO koji su veoma reaktivni i brzo formiraju nova
jedinjenja:

Dismutacija NO: NO* < NO - NO~

Autooksidacija NO:

NO + H20 + Oz « NO - NO2 +H30"

Reakcije dismutovanih oblika:

NO" + Ho0 — NOy + H30"

NO' + H20 + RSH — RSNO + H30"

NO™ + H20 + RSH — NH20H + RS-SR + OH"

Za razliku od ¢vrsto vezanog gvozda, jedan (ma-
li) deo (3-5%) jona gvozda u bioloskim sistemima se
moZe ekstrahovati pomocu helatnih agenasa i zato se
naziva ’slobodno’ gvozde (Halliwell & Gutteridge
1999). Na osnovu karakteristicnih EPR spektara
(Bryar et al. 1992) pokazano je da NO reaguje sa
gvozdem u proteinima i sa “slobodnim” gvozdem u
bioloskim sistemima dajuéi dinitrozil (DNIC) kom-
plekse (od engl. dinitrosyl iron complex).

"Slobodno" gvozde obuhvata jone Fe?* i Fe’*
koji se nalaze u nestabilnim kompleksima sa ligandi-
ma male molekulske mase, ili su labilno vezani za
proteine. Nivo "slobodnog" gvozda se poveéava u
nekim oboljenjima, kao i u uslovima oksidativnog
stresa (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Dinitrozil kompleksi gvoZda tipa Fe(DN(NO)2(RS )2
(slika 1) detektovani su primenom EPR tehnike u us-
lovima povecane produkcije NO u mnogim biolo§-
kim sistemima kao $to su: makrofagi, tumori, celije
jetre, Celije glatkih miSi¢a i pankreasa (Vanin et al.
1992 i Vanin et al. 1996).

Vladimir Prokopovi¢ (1988), Leskovac,
Vozdova 33, ucenik 2. razreda Gimnazije u
Leskovcu

MENTOR:
Milos Filipovi¢, Hemijski fakultet u Beogradu

HEMIJA < 203



U svetlu dosadasnjih rezultata koji se odnose na
ulogu i znac¢aj DNIC u metabolizmu NO, mi smo
hteli da dublje ispitamo sposobnost ovih kompleksa
da dismutuju NO. Odredenije, cilj ovog rada bio je
da uporedi efekte razlicitih liganada (cistein — Cys,
glutation — GSH i govedi serum albumin — BSA) na
stabilnost i nastajanje DNIC kao i na DNIC posre-
dovanu dismutaciju NO do NO™ vrste. Rad se takode
bavi i efektom pufera (kalijum fosfatni-KPi i
HEPES) na ove parametre.

Materijal 1 metode

Cistein, glutation i BSA nabavljeni su od Sigme.
Sve ostale hemikalije koriS¢ene u eksperimantalnom
radu bile su najvece Cistoce.

Pripremanje rastvora azot monoksida. Azot
monoksid kori§¢en u ovom radu pripremljen je
prema modifikovanom postupku Lee et al. (1994).
Sema aparature za dobijanje i uvodenje NO u uzorke

NO

Fe_
rs~" \ "No
hs

Slika 1. Struktura paramagneti¢nog DNIC sa tiolima,
Fe(I)(NO)2(RS )2 kompleksa.

Figure 1. Structure of paramagnetic DNIC with thiols
ligands, Fe(I)(NO)2(RS )2 complex.

prikazana je na slici 2.

Ukratko, kroz aparaturu se najpre 2 h propusta
argon kako bi se uklonio sav prisutan kiseonik, a za-
tim se ukapava natrijum nitrit u kiseli rastvor FeSO4
uz neprekidano mesanje. Izdvojeni NO se uvodi u
gass-tight staklenu bocicu sa septumom napunjenu
destilovanom vodom. Tako pripremljenom rastvoru
NO odredena je koncentracija na NO-metru (Harvard
Apparatus) i bila je ca 1.7 mM.

Pravljenje DNIC. Sa Cys i GSH: u 970 PUL 50
mM KPi ili HEPES pufera dodavano je 10 ML 10
mM rastvora F62+ i 20 ML rastvora 10 mM Cys, od-
nosno GSH. Sa BSA: u 990 YL 200 M rastvora BSA

(BSA u HEPES puferu) dodavano je 10 UL 10 mM
rastvora Fe>*. Nakon dodavanja liganada i Fe*t jona
u odgovarajuci pufer dodavani su gas-tight Hamil-
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tonovim Spricem bolusi NO (bolus — unapred
odredena zapremina rastvora gasa poznate koncen-
tracije). Nakon dodavanja odredenog broja bolusa,
odredivani su hidroksilamin i zaostale sulfhidrilne
(SH) grupe.

UZORAK KMnO4

Slika 2. Aparatura za dobijanje i uvodenje NO.

Figure 2. Apparatus for preparation of NO solutions.

Odredivanje hidroksilamina (Arnelle & Stam-
ler 1996). U 0.5 mL uzorka dodati 0.5 mL 1% 8-hi-
droksihinolina u apsolutnom etanolu i energi¢no
promesati na Vortex-meSalici. Zatim dodati oko 0.5
mL 1M rastvora natrijum karbonata tako da pH bude
11. Boja se razvija 60 minuta na sobnoj temperaturi
nakon Cega se meri apsorbanca na 700 nm. Koncen-
tracija hidroksilamina u uzorcima se ocitava sa
odgovarajuce standardne prave za hidroksilamin.
Standardna prava se priprema svaki put kada se pri-
premaju novi reagensi.

QOdredivanje SH-grupa Ellmanovom metodom
(Habeeb 1972). U 0.5 mL uzorka dodati 0.5 mL 0.1
M kalijum fosfatnog pufera pH 7.3 i 200 L 3 mM
DTNB reagensa u 0.1 M kalijum fosfatnom puferu
pH 7.3. Dobro promesati rastvor na Vortex-mesalici
i meriti apsorbancu na 412 nm nakon 10 minuta (ili
nakon duZeg vremena ako se apsorbanca nije usta-
lila). Koncentracija SH-grupa se odreduje na osnovu
molarnog apsorpcionog koeficijenta
(a = 14150 cm M™Y.

SDS-PAGE (Laemmli 1970). Natrijum dodecil
sulfat-poliakrilamidna gel elektroforeza izvodena je
na 10% gelu pri naponu od 160 V, jacini struje od 30
mA, na 4 °C, tokom 2 sata na Hoefer-ovom sistemu
za elektroforezu. Za bojenje gela koriSéena je boja
Coomassie Blue R-250.
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Rezultati 1 diskusija

Stabilnost DNIC kompleksa intenzivno je
proucavana poslednjih godina i pokazano je da je
ona uslovljena tipom liganada koji ga grade (Vanin
et al. 1996, Bryar et al. 1992). Manji ligandi kao $to
je cistein grade najnestabilnije komplekse, dok su
oni sa proteinima jako stabilni i postojani. U svetlu
ovoga mi smo ispitivali efekat cisteina, glutationa i
BSA na sposobnost dismutacije NO u aerobnim us-
lovima. NO* koji nastaje u reakciji odmah sa vodom
daje nitrit. Nitrit je nemogude pratiti jer i NO koji se
dodaje u rastvor da bi DNIC nastao, pri ovim us-
lovima podleZe, jednim delom, autooksidaciji i daje
NO; . Praédenje NO vrste je mogudée posredno,
preko hidroksilamina koji nastaje u reakciji sa slo-
bodnim SH grupama.

Produkcija hidroksilamina je zabeleZena vec pri
prvom dodavanju NO u svim slu¢ajevima, nezavisno
od tipa liganda (slika 3A). Ona je najveca kod kom-
pleksa koje izgraduje cistein, a najmanja kod BSA.
PotroSnja slobodnih SH grupa (slika 3B) takode
pokazuje isti trend, potvrdujuci ranije nalaze da su
kompleksi sa cisteinom najnestabilniji, a nestabilnost
opada u nizu Cys, GSH, BSA. Nakon 20. dodavanja
NO (kumulativna koncentracija 200 mM) najveéa
koli¢ina produkovanog hidroksilamina je detek-
tovana kod kompleksa koji je izgraden od BSA, dok
je najmanja koli¢ina nadena kod cisteinskih DNIC.
Najveca koli¢ina zaostalih SH grupa takode je
nadena kod proteinskih DNIC, dok su sve SH grupe
izoksidovane u slucaju cisteina.

Na slikama 4, 5 i 6 mozZe se pratiti kinetika pro-
dukcije NO™ i potro$nje SH grupa. Iz ovih rezultata
se jasno vidi da najmanju efektivnu dismutacionu
sposobnost imaju kompleksi sa cisteinom. SH grupe
koje su neophodne za gradenje kompleksa, jako brzo
se troSe u reakcijama sa novonastalim NO" i NO™
tako da se pri svakom ciklusu njihova koncentracija
smanjuje, a time i verovatnoca za nastajanje DNIC
kompleksa. Veé¢ nakon dodatog petog bolusa NO
(kumulativno 50 {M) sve SH grupe su potrosene §to
je praceno i nepromenjenom koncentracijom hidrok-
silamina.

GSH gradi stabilnije DNIC komplekse koji se
sporije raspadaju i duZe traju, tako da se manje SH
grupa oksiduje u ovim reakcijama, pa je i apsolutna
efikasnost ovakvih kompleksa mnogo veca. To
objaSnjava i nalaz da tek nakon Sto koncentracija SH
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Slika 3. Produkcija hidroksilamina (A) i potro$nja SH
grupa u DNIC koji nastaju iz razlicitih liganada. DNIC
kompleksi su napravljeni iz cisteina, glutationa i BSA i
u uzorcima su odredivane koncentracije hidroksilamina
i zaostalih SH grupa po postupku datom u materijalu i
metodama. Svi eksperimenti su radeni u 50 mM
HEPES puferu pH 7.4.

Figure 3. Production of hydroxylamine (A) and
disappearance of SH groups in DNIC made from
various ligands. DNIC are made from cystein,
glutathione and BSA. Concentrations of hydroxylamine
and residual SH groups are determined in these
samples. All experiments are done in 50 mM HEPES
buffer pH 7.4.

grupa padne na cca. 10%, proizvodnja hidroksi-
lamina se zaustavlja.

Najvecu efikasnost u dismutovanju pokazali su,
suprotno ocekivanju, komplesi sa BSA. Ovi kom-
pleksi su poznati kao znatno stabilniji, $to i
objasnjava nalaz da je inicijalna produkcija NO na-
jmanja kod ovih kompleksa. Medutim, kako su SH
grupe ovde najmanje podlozne oksidovanju, njihov
potencijal za dismutovanje nije zavrSen ni nakon 20.
bolus dodatka NO. Ovo otvara sasvim drugaciji po-
gled na proteinske DNIC komplekse kojima se nije
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Slika 4. Kinetika potro$nje SH grupa A) i nastajanje
hidroksilamina B) iz cisteinskog DNIC napravljenog u
50 mM HEPES puferu pH 7.4 (kvadrati¢i) i 50 mM
KPi pH 74 (kruzici).

Figure 4. Kinetics of SH groups disappearance A) and
production of hydroxylamine B) from cysteine DNIC
made in 50 mM HEPES buffer pH 7.4 (squares) and in
KPi pH 74 (circles).

pridavala tolika vaznost sa aspekta njihove uloge u
metabolizmu, osim §to su koriS¢eni kao markeri za
overprodukciju NO (Boese et al. 1995). Kako je na-
jveca verovatnoca da DNIC kompleksi u organizmu
nastanu iz proteinskih SH grupa, jer njih ima najviSe,
pa zatim od SH grupa iz glutationa, na osnovu ovih
rezultata se ¢ini da bi oni mogli imati vaznu protek-
tivnu ulogu u uklanjanju viska NO u svim fiz-
ioloskim 1i/ili patoloSkim stanjima.

Nezavisno od tipa liganda, kinetika dismutacije i
nastajanja/raspadnja DNIC pokazuje dostizanje jed-
nog platoa §to korelira sa iznetim objasnjenjem da se
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Slika 5. Kinetika potro$nje SH grupa A) i nastajanje
hidroksilamina B) iz glutationskog DNIC napravljenog
u 50 mM HEPES puferu pH 7.4 (kvadrati¢i) i 50 mM
KPi pH 74 (kruzici).

Figure 5. Kinetics of SH groups disappearance A) and
production of hydroxylamine B) from glutathione DNIC
made in 50 mM HEPES buffer pH 7.4 (squares) and in
KPi pH 74 (circles).

tokom dismutacije troSe SH grupe tako da je pri
svakom sledecem ciklusu koli¢ina nastalog DNIC
manja, pa i koli¢ina obrnutog NO po ciklusu.

U radu je takode ispitivan i efekat pufera na
DNIC-om posredovanu dismutaciju NO (slike 4-6).
Naime, svi pomenuti eksperimenti su radeni u 50
mM HEPES puferu pH 7.4 koji je najkorisceniji
pufer za ispitivanje reakcija DNIC jer ne interferira
sa njihovim nastajanjem ni na koji na¢in. Medutim,
kako fosfatni pufer viSe odgovara fizioloskoj sredini
nego HEPES, paralelni eksperimenti su izvedeni za
cisteinske 1 glutationske DNIC u 50 mM fosfatnom
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puferu pH 7.4. Rezulati pokazuju da je dismutacija u
ovakvom sistemu smanjena u odnosu na onaj sa
HEPES puferom, odnosno da SH grupe mnogo brze
podlezu oksidaciji te je time i koli¢ina nastalog
hidroksilamina manja. Ovo se moZe objasniti ra-
dovima Vanin et al. 1996 koji pokazuju da fosfatni
jon i sam moZe biti ligand za gradenje DNIC, pose-
bno za slucaj kada koli¢ina drugog liganda u ovom
slu¢aju nosioca SH grupa, po¢ne da opada.

Na slici 8 je sumiran ciklus dismutacije NO pos-
redovan DNIC kompleksima. Skoriji radovi Sto-
janovic€ et al. 2004 pokazali su da se reakcija odvija
po ovom navedenom mehanizmu, a ne uz predomi-
nantno produkovanje N2O kako se ranije mislilo.
Nastali NO* bi odmah reagovao sa SH grupama i
nagradio RSNO (Vanin et al. 1997). RSNO je dugo
smatran fizioloSkom alternativom za NO, ili
produzenom rukom* azot monoksida za delovanje na
krvne sudove (Vanin et al. 1991, Vanin et al 1998).
S druge strane nastali NO™, moZe da reaguje sa SH
grupama i gradi hidroksilamin, koji sam ima fiz-
ioloske uloge, ali moze i kao takav da deluje na
nervne zavrSetke i dovede do oslobadanja CGRP
(calcitonin gene related peptide) koji je najjaci
poznati vazodilatator do sada. U skladu sa naSim
rezultatima, proteinski DNIC kompleksi bi, suprotno
ocekivanim rezultatima i vaZzecem stavu, ovde mogli
odigrati vaznu ulogu u modulisanju odgovora or-
ganizma na NO i povecati njegov efekat preko nave-
denih mehanizama. S druge strane na ovaj nacin se
éelija i njena okolina Stite od potencijalnog nasta-
janja peroksinitrita u reakciji prikazanoj na slici 8.

Medutim, pored protektivnih efekata, skoriji ra-
dovi Kirsch & de Groot, 2002 pokazuju da NO
moZze reagovati sa kiseonikom, koga naravno ima u
fizioloskim sistemima, i nagraditi peroksinitrit. Kao
posledica toga javio bi se nitrotirozin i ditirozin na
okolnim proteinima. Da bi ovo proverili mi smo
uzorke u kojima je DNIC pravljen od BSA podvrgli
SDS poliakrilamidnoj elektroforezi (slika 7). I zaista
na elektorforezi se mogu uociti dve dodatne trake u
poredenju sa kontrolom, ¢ije molekulske mase odgo-
varaju dimernim i trimernim formama BSA. U kol-
ikoj meri peroksinitrit zaista nastaje u ovoj reakciji
ostaje da se vidi u narednim eksperimentima koji bi
trebalo da otkriju pravu fiziolosku prirodu DNIC-om
posredovane dismutacije azot monoksida, odnosno
da ukaZu na to koji od efekata je predominantan,
protektivan ili destruktivan.
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Slika 6. Kinetika potroSnje SH grupa (kvadratici) i
nastajanja hidroksilamina (trougli¢i) iz proteinskog
(BSA) DNIC napravljenog u 50 mM HEPES puferu pH
74

Figure 6. Kinetics of SH groups disappearance
(squares) and production of hydroxylamine (triangles)
from protein (BSA) DNIC made in 50 mM HEPES
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Slika 7. SDS PAGE uzoraka BSA pre i posle
dismutacije NO. U prvom nizu se nalaze markeri
poznate molekulske mase, u drugom je netretirani BSA,
a u treCem uzorak nakon dismutacije NO.

Figure 7. SDS PAGE of BSA samples before and after
NO dismutation. Molecular weight are in the first lane,
the second lane contains untreated BSA and the third
lane contains sample after NO dismutation.

Zakljucak

Na osnovu svih dobijenih rezultata moZemo sa
sigurno$c¢u tvrditi da DNIC kompleksi veoma in-
tenzivno dismutuju NO. Tip liganda direktno utice
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Slika 8. Shematski prlkaz DNIC-om posredovane dismutacije NO, sporednih reakcija koje nastaju izmedu
novonastalih NO™ i NO* sa ligandima (desna strana) kao i reakcija NO sa kiseonikom u kojoj nastaje peroksinitrit
(ONOO"). ONOO moze da nitruje (NOp-Tyr) ili oksiduje (Tyr-Tyr) tirozinske ostatke u proteinima (leva strana).

Flgure 8. Scheme summarised DNIC mediated NO dismutation and reactions of its dismutation products: NO ™ and
NO* with ligands (right side) and reactions of NO with oxygen in which peroxynitrite (ONOO") is formed. ONOO™
causes nitration (NO2-Tyr) and oxydation of (Tyr-Tyr) tyrosin residues in proteins (left side).

na stabilnost kompleksa, a samim tim i na kinetiku
dismutacije, $to moZemo videti na osnovu dobijenih
rezultata. DNIC kompleksi sa cisteinom kao ligan-
dom pokazali su se kao najnestabilniji i sa najman-
jom sposobno$éu dismutacije. GSH gradi stabilnije
DNIC komplekse koji se sporije raspadaju i duZe
traju, pa je i apsolutna efikasnost ovakvih kompleksa
mnogo veca u odnosu na cisteinske komplekse. Na-
jpostojanije i najstabilnije komplekse gradi BSA pa
je 1 dismutaciona mo¢ ovih kompleksa najveca. S
obzirom na svoju stabilnost, kompleksi sa BSA na-
jduze traju i najefikasnije dismutuju NO. Dismu-
tacija NO je pracena paralelno u dva pufera: u
HEPES puferu koji ni na koji na¢in ne interferira pri
sintezi kompleksa i KPi puferu koji i sam moZze da
se veZe za gvozde i zameni organske ligande pa na
taj nacin smanjuje dismutaciju azot monoksida.
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Effects on Different Ligands on
Dinitrosy Iron Complex (DNIC) —
Assisted NO Dismutation

Nitric oxide (NO) is considered to be very im-
portant inter/intracellular messenger regulating nu-
merous physiological processes. Some of the effects
that are connected with NO are actually result of the
action of his congeners: nitrosonium (NO+) and ni-
troxyl (NO) species. Free iron, which is loosely
bound for the low molecular ligands and proteins in
human organism, reacts with NO to give DNIC
(dinitrosyl iron complex, Figure 1). It has been
shown that these complexes can disproportionate
NO. This paper examines the effects of different li-
gands (cysteine, glutathione and bovine serum albu-
min) on stability and formation of DNIC as well as
on DNIC-mediated NO dismutation. Hydroxylamine
production (Figures 3-6) was detected in all samples
after first bolus addition of NO. The greatest amount
of total hydroxylamine was found in DNIC made
from BSA, while those made from cysteine produced
the lowest hydroxylamine amount. Independently on
the ligand type, dismutation kinetics shows a satura-
tion plateau which corresponds to the disappearance
of free SH groups. Experiments done in 50 mM
HEPES buffer gave higher amount of total hydroxy-
lamine and more stabile DNIC’s than those done in
potassium phosphate buffer. SDS PAGE analysis
(Figure 7) of the samples containing BSA showed
protein aggregation as a consequence of peroxyni-
trite formation. The extent in which peroxynitrite is
formed in this reaction remains to be solved, giving
us a clear picture of the preferential (protective or
destructive) effects of DNIC-mediated NO dismuta-
tion.
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