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Efekat peroksinitrita na
MnSOD: nitrovanje
tirozina 1 inaktivacija
enzima

U ovom radu je ispitivan efekat peroksinitrita na
strukturu i aktivnost MnSOD. Peroksinitrit deluje na
MnSOD tako S$to dovodi do njegove inaktivacije.
Inaktivacija enzima je povezana sa nitrovanjem ti-
rozina i agregiranjem enzima usled nastajanja diti-
rozina. Kinetika nitrovanja pokazuje efekat zasice-
nja Sto jasno ukazuje da se ne radi o jednostavnoj
reakciji nitrovanja vec¢ reakciji verovatno katalizo-
vanoj manganom u aktivnom centru enzima. Gluta-
tion pokazuje odlican protektivni efekat na enzim,
pri koncentracijama koje su niZe od fizioloskih, dok
je cistein slabo protektivno sredstvo. Vitamin C
pokazuje suprotan efekat od ocekivanog, ali se to
moZe povezati sa nastajanjem proizvoda u reakciji
sa ONOO™ koji bi svojim raspadanjem mogao dati
reaktivne azotne vrste koje bi dovele do nitrovanja
specificnog tirozina. Ovi rezultati bacaju novo sve-
tlo na mehanizam nitrovanja in vivo i otvaraju mo-
gucnost daljeg rada na njegovom razjasnjavanju.

Uvod

Mangan superoksid dismutaza (MnSOD) je SOD
izoforma nadena u mitohondrijalnom matriksu eu-
kariota 1 mnogih prokariota. Enzimi iz razli¢itih iz-
vora imaju visok stepen sli¢nosti i sadrZe identi¢ne
metal-helirajuée aminokiselinske ostatke u aktivnhom
centru (Bannister et al. 1987; Strope et al. 2001). U
eksperimentima vrSenim na pacovima pokazano je
da smanjena aktivnost MnSOD dovodi do patoloskih
promena u nizu organa, kao S§to je oStedenje
miokarda, masna jetra i anemija (Melov et al. 1999,
Li et al. 1995). MnSOD katalizuje dekompoziciju

O2" 1 stoga igra aktivnu ulogu u detoksifikaciji Celije
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od reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (Bannister et al.
1987; Strope et al. 2001).

Azot monoksid (NO) je sveprisutni Celijski glas-
nik koji reguliSe brojne fizioloske procese, ali nje-
gova prekomerna proizvodnja znacajno doprinosi
patologiji raznih bolesti (Moncada et al. 1991; Eis-
erich et al. 1998). Patoloski efekti azot monoksida su
povezani sa generisanjem reaktivnih azotnih vrsta
(RNS, reactive nitrogen species), kao S$to je peroksi-
nitrit (ONOO).

Peroksinitrit nastaje u reakciji NO sa superoksid
anjon radikalom (O27) i smatra se glavnim medija-
torom NO-indukovane citotoksi¢nosti (Eiserich et al.
1998; Groves 1999; Huie i Padmaja 1993).

NO + 02" - ONOO™

Superoksid anjon radikal (O2") nastaje kao
sporedni proizvod u normalnom aerobnom metabo-
lizmu, a njegova produkcija mozZe biti povecana u
raznim patolo$kim stanjima. Uloga enzima superok-
sid dismutaze (SOD), je da katalizuje disproporcion-
isanje superoksid anjon radikala u kiseonik i vodonik
peroksid (Fridovich 1983; Fridovich 1986):

20,7 + 2H" = 02 + H20;

Nastajanje znacajnijih koli¢ina peroksinitrita
moZe se oCekivati na mestima gde je lokalna koncen-
tracija NO visoka (Lancaster 1994; Koppenol 1998),
ili u delovima delije u kojima se SOD nalazi u man-
jim od mikromolarnih koncentracija (Wink i
Mitchell, 1998).

NajviSe izuCavana reakcija peroksinitrita sa pro-
teinima je reakcija nitrovanja ostataka tirozina. Ni-
trovanje ostataka tirozina in vivo Cesto se uzima kao
indikacija generisanja peroksinitrita. Ova reakcija
moZe imati potencijalno Stetne posledice za bioloske
sisteme (Koppenol et al. 1992; Koppenol 1998; Hal-
liwell i Gutteridge 1999).
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Cilj ovog rada bio je da se ispita i delimi¢no
karakteriSe efekat peroksinitrita na strukturu i ak-
tivnost MnSOD. Ispitani su i efekti cisteina, gluta-
tiona i vitamina C (askorbinske kiseline) na
zaustavljanje inaktivacije enzima.

Materijal 1 metode

Priprema peroksinitrita

Peroksinitrit je pripreman po postupku datom u
Feelisch-Stamler 1996.

Tretiranje uzoraka

MnSOD (30 mL) je tretiran razli¢itim koncen-
tracijama peroksinitrita, a zatim inkubiran 15 minuta
na 37°C. Eksperimenti su ponovljeni u prisustvu
cisteina, glutationa i vitamina C (finalna koncen-
tracija 100 mM) .

UV-VIS spektrometrija enzima

Zbog prisustva jona metala u aktivnom centru
enzim apsorbuje svetlost u vidljivom delu spektra.
Snimanje spektra enzima pre i posle tretmana
peroksinitritom moze da ukaZe na strukturne
promene u enzimu. Snimljen je spektar enzima u op-
segu 250-500 nm, kao i spektri enzima sa razli¢itim
koncentracijama peroksinitrita.

Odredivanje 3-nitrotirozina spektrofotometrijski (Ri-
ordan & Vallee 1972)

3-nitrotirozin (3-NTYR) je odreden spektrofoto-
metrijski tako Sto je pH uzorka podeSen na 9.
3-NTYR ima karakteristi¢an spektar u alkalnoj sred-
ini sa maksimumom na 428 nm. Snimljen je spektar
uzorka i potom je odredena koncentracija na osnovu
absorbance na 428 nm. Molarni apsorpcioni koefici-
jenat 3-nitrotirozina na 428 nm je 4200 em ML

Odredivanje aktivnosti MnSOD

Metoda za odredivanje aktivnosti SOD (modifik-
ovano iz Misra & Freedovich, 1971) zasniva se na
autooksidaciji adrenalina pri kojoj se oslobada su-
peroksid anjon radikal i adrenohrom koji apsorbuje
na 480 nm.

OH OH
-de”
H,N-CH; ant
HO ® ©o o
CHy
adrenalin adrenohrom
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Postupak je slede¢: U 3 mL 0.05 M karbonatnog
pufera pH 10.2 dodata je odredena zapremina (10-80
ML) 310~ M rastvora adrenalina u 0.02 M HCI dok
se ne postigne promena apsorbance od 0.019-0.024
u minuti, tokom 4 minuta (promena apsorbance je
pracena spektrofometrijski na 480 nm). Ukoliko je
promena apsorbance veca ili manja, eksperiment se
ponavlja sa manjom, odnosno veéom zapreminom
rastvora adrenalina. Dobijena vrednost za promenu
apsorbance (brzine autooksidacije adrenalina) pred-
stavlja K u jednacini za izraCunavanje aktivnosti
SOD. Brzina autooksidacije adrenalina u prisustvu
SOD (A) dobija se tako Sto se merenje ponovi uz do-
datak one koli¢ine SOD (0.3-0.5 mg/mL) koja ¢e
izazvati smanjenje apsorbance na 0.010-0.014 u mi-
nuti, tokom 4 minuta. Ukoliko je promena apsor-
bance veca ili manja, eksperiment se ponavlja sa
vedom, odnosno manjom zapreminom rastvora SOD
(V u jednacini za izracunavanje aktivnosti SOD).
Ovako odredene vrednosti za K, A, V, R i Cprot uvr-
stiti u jednaCinu za odredivanje aktivnosti SOD.

Koli¢ina SOD izraZena je u jedinicama SOD ak-
tivnosti po mg proteina:

_2(AK - DA R
AKD/Djper

gde je K — promena apsorbance u kontrolnoj probi
u minuti, A — promena apsorbance u uzorku sa enzi-
mom u minuti, V — zapremina uzorka u mL, Cprot
— koncentracija proteina u mg/mL, a R — razblaZenje
uzorka

SDS-PAGE (Laemmli 1970)

Natrijum dodecil sulfat-poliakrilamidna gel elek-
troforeza izvodena je na 10% gelu pri naponu od 160
V, jacini struje od 30 mA, na 4 °C, tokom 2 sata na
sistemu za elektroforezu (Mighty Small, Hoefer, San
Francisco). Za bojenje gela kori§¢ena ja boja
Coomassie Blue R-250.

Rezultati 1 diskusuja

Inaktivacija enzima: formiranje
3-NTYR i diTYR

Stetna dejstva peroksinitrita ogledaju se u njego-
voj snaznoj nitrujucoj i oksidujuc¢oj modi, pri cemu
on neselektivno reaguje sa molekulima u okolini.
Snimanjem UV-VIS spektara pre i posle tretmana
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MnSOD sa ONOO uoéeno je pojavljivanje apsorp-
cionog maksimuma na 428 nm, §to odgovara nitroti-
rozinu (slika 1A). Kako MnSOD u neposrednoj
blizini aktivnog mesta ima tirozinski ostatak (Tyr
34), ¢ije bi nitrovanje dovelo do inaktivacije enzima
(MacMillan-Crow et al. 2001), u daljem radu je
pracena promena aktivnosti MnSOD u zavisnosti od
koli¢ine dodatog peroksinitrita kao i korelaciju sa
nastalim 3-NTYR (slika 1B).

Slika 1A. Strukturne promene MnSOD izazvane
peroksinitritom. UV-VIS spektar enzima pre
(isprekidana linija) i posle tretiranja sa 30 mM ONOO-
(puna linija). pH rastvora je pre snimanja spektra
podeSeno na 9. Strelicom je ozna¢en maksimum na 428
nm, karakteristiCan za 3-nitrotirozin.

Figure 1A. The effects of ONOO on MnSOD
structure. UV-VIS spectra from untreated and
peroxynitirte treated MnSOD. pH of the solution were
adjusted to 9. Arrow indicates the specific peak at 428
nm that originate from 3-NTYR.

Rezultati jasno ukazuju da je pri niskim koncen-
tracijama peroksinitrit efikasniji nitrujuéi agens, ali
da se njegova nitruju¢a mo¢ smanjuje kako koncen-
tracija premaSuje koncentraciju enzima. Pri koncen-
tracijama ONOO™ veéim od 30 mM koli¢ina nastalog
3-NTYR se ne menja.

Maksimalna koli¢ina detektovanog 3-NTYR iz-
nosi 6 UM $to odgovara inaktivaciji od 20%. Inakti-
vacija potpuno prati pojavu nitrotirozina ukazujuci
da on najverovatnije nastaje u aktivnom centru.

Pojava zasi¢ujuceg platoa moZe se objasniti viso-
kom nestabilno$¢u peroksinitrita u rastvoru fiziolos-
kog pH, ali i ¢injenicom da prisustvo metalnog jona u
aktivnom centru enzima dodatno katalizuje njegovo
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Slika 1B. Efekat ONOO na aktivnost i formiranje
3-NTYR u enzimu. Uzorci su tretirani naznacenim
koncentracijama peroksinitrita i inkubirani 15 minuta na
37 C. Nakon toga su odredivani aktivnost i
koncentracija 3-NTYR kao S$to je objaSnjeno u
Materijalu i metodama.

Figure 1B. The effects of peroxynitrite on MnSOD to
3-NTYR formation. All samples were treated with
indicated concentrations of peroxynitrite and incubated
for 15 min at 37 °C. Enzyme activity and 3-NTYR
concentrations were determined as described in Material
and methods section. Circles represent MnSOD activity,
while triangles correspond to 3-NTYR.

raspadanje. Naime skoriji radovi pokazuju da joni
mangana ubrzavaju raspadanje ONOO na NO3 i
OH', tako da ovako dobijena kinetika jako 1i¢i na
enzimsku kinetiku zasiéenja (Radi er al. 2002).

Pored nitrujuéih sposobnosti, peroksinitrit je jak
oksidacioni agens, $to se najceSce ogleda u nasta-
janju ditirozina. Kao posledica formiranja ditirozina
dolazi do agregiranja proteina. Rezultati SDS PAGE
(slika 2) pokazuju postojanje dodatnih traka u uzor-
cima tretiranim peroksinitritom. Molekulske mase
proteina u ovim trakama odgovaraju dimernim i
trimernim formama, verovatno nastalim gradenjem
ditirozina od ostataka Tyr koji se nalaze na povrSini
enzima.

Uzeti zajedno, ovi rezultati jasno demonstriraju
da peroksinitrit ima dramatican efekat na strukturu i
aktivnost MnSOD. Radovi MacMillan-Crow et al.
2001. pokazuju da se kod poremedaja povezanih sa
overprodukcijom NO, MnSOD nitruje i agregira.
Ova selektivnost u nitrovanju svakako je izuzetak,
uzimajuéi u obzir veliku reaktivnost ONOO , i moZe
se objasniti ranijim radovima (Radi et al. 2002) da
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Slika 2. SDS-PAGE uzoraka tretiranih razli¢itim
koncentracijama peroksinitrita. Traka 1 predstavlja
kontrolu, traka 2 MnSOD tretiran sa 30 mM
perokisnitrita, a traka 3 MnSOD tertiran sa 15 UM
ONOQO . Sa strane su naznaceni markeri definisanih
molekulskih masa.

Flgure 2. SDS-PAGE of peroxynitrite-treated MnSOD.
Lane 1: Control MnSOD; Lanes 2 and 3: MnSOD
treated with ONOO™ (30 mM and 15 mM, respectively).

metalni centri katalizuju raspadanje peroksinitrita na
reaktivne vrste, na Sta i ovde prikazani rezultati
ukazuju (slikalB).

Efekat cisteina, glutationa 1 vitamina C

Niskomolekulski tioli i vitamin C, inace raspros-
tranjeni u organizmu, dobri su hvataci (scavenger)
peroksinitrita i mogu da spree njegovo Stetno dej-
stvo (Feelisch & Stamler 1996). Da bi se to ispitalo,
koriSteni su cistein, glutation i vitamin C u koncen-
traciji od 100 mM, §to odgovara realnim fizioloskim
uslovima. Efekti na aktivnost i stvaranje 3-NTYR su
prikazani na slici 3. Glutation, koji je inace najzastu-
pljeniji u organizmu, potpuno blokira dejstvo
ONOO'. Cistein pokazuje odredeno protektivno dejs-
tvo ali slabo, dok je askorbat pokazao suprotan efekat
od ocekivanog i povecao nitrovanje enzima. Medutim
noviji radovi pokazuju da askorbat reaguje sa peroksini-
tritom dajuci proizvode koji imaju NO donorsko de-
jstvo. Oslobodjeni NO bi mogao da bude dismutovan
od strane enzima dajuéi vrtse koje mogu direktno
reagovati u aktivnom centru (Filipovi¢ et al. 2005).

Uzimajuci u obzir da je glutation u organizmu
zastupljen u milimolarnim koncentracijama, ostaje
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pitanje kako je moguce da je MnSOD nitrovan pri
uslovima povecane produkcije NO (MacMillan-
Crow et al. 1998, 2001). Kako rezultati pokazuju,
peroksinitrit zaista izaziva modifikacije koje su na-
dene in vivo u ovim sluajevima. Cini se verovatnim
da ovi efekti poti¢u od ONOO koji bi mogao nastati
u aktivnom centru (Niketié¢ er al. 1999), nego od
onog koji nastaje iz nezavisnih izvora, pa zatim di-
funduje do enzima. Takode, uzimajudéi u obzir da ni-
trovanje enzima pokazuje kinetiku zasic¢enja, mogude
je da ova selektivnost potice od specificnih svojstava
enzima, pre svega mangana u aktivnom centru.
Ostaje zanimljivo videti kojim bi mehanizmom
ONOO™ mogao nastati u aktivnom centru i da 1i bi
efekti bili isti kao i nakon tretmana ve¢ formiranim
peroksinitritom.

+ vitamin C

3.0
2.5

2.0- +10 uM ONOO'
1.5 +Cys

kontrola + GSH

Koncentracija 3-NTYR (uM)

% inhibicije MnSOD

Slika 3. Efekat Cys, GSH i AscH na stvaranje
3-NTYR (gore) i inhibiciju MnSOD (dole). U uzorke
koji su sadrzavali 30 mM MnSOD dodati su Cys, GSH
ili AscH', finalno do 100 mM i tretirani sa 10 mM
peroksinitrita.

Figure 3. Effects of Cys , GSH and AscH- on 3-NTYR
formation (above) and MnSOD activity (bellow). In
samples containing 30 mM MnSOD Cys, GSH or
AscH- were added to final concentration of 100 mM
and then treated with 10 mM peroxynitrite
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Zakljucak

Peroksinitrit deluje na MnSOD tako Sto dovodi
do njegove inaktivacije. Inaktivacija enzima je pove-
zana sa nitrovanjem tirozina i agregiranjem enzima
usled nastajanja ditirozina. Glutation pokazuje odli-
¢an protektivni efekat na enzim, pri koncentracijama
koje su niZe od fizioloskih, dok je cistein slabo pro-
tektivno sredstvo. Vitamin C pokazuje suprotan
efekat od ocekivanog, ali se to moZe povezati sa nas-
tajanjem proizvoda u reakciji sa ONOO™ koji bi svo-
jim raspadanjem mogao dati reaktivne azotne vrste
koje bi dovele do nitrovanja tirozina. Rezultati ba-
caju novo svetlo na mehanizam nitrovanja in vivo i
otvaraju mogucénost daljeg rada na njegovom raz-
jaSnjavanju.
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Nemanja Marjanovic¢

Effect of Peroxynitrite on MnSOD:
Tyrosine Nitration and Enzyme
Inactivation

Manganese superoxide dismutase (MnSOD) is
the SOD isoform found in mitochondrial matrix of
eukaryotes and in variety of prokaryotes. The bio-
logical role of MnSOD is detoxification of superox-
ide radical (O27) (via its catalytic dismutation to
molecular oxygen and H2O2 ) which is continually
generated via misfires of the electron transport chain
as well as other sources. Peroxynitrite, product of re-
action of nitric oxide (NO) with superoxide anion
radical (O27), is considered to be major mediator of
NO-induced citotoxicity. This paper examines the ef-
fects of peroxynitrite on structure and activity of
MnSOD. The results show that ONOO causes
MnSOD inactivation trough specific tyrosin residue
nitration and oxidation. Nitration reaction shows a
saturation kinetics, indicating that reaction is more
complex, presumably catalyzed by manganese at the
active site of the enzyme. Glutathione shows protec-
tive effects on MnSOD inactivation, even at concen-
tration levels lower than physiological. Cysteine
exhibits moderate protective effects, while vitamin C
enhances nitrotyrosine formation. This may be due
to its reaction with peroxinitrite which leads to dif-
ferent products formation that may be sources of re-
active nitrogen species. The results shed a new light
on nitration mechanisms in vivo and open a possibil-
ity of further research on their elucidation. =
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