Vladimir Prokopovié

Efikasnost produkcije
peroksinitrita (OONO ) iz
razliitih dinitrozil gvozde
kompleksa (DNIC) pri
aerobnim uslovima

Azot-monoksid (NO) je sveprisutni Celijski glasnik
koji u ljudskom organizmu regulise veliki broj
procesa, ali njegova prekomerna produkcija dopri-
nosi  patologiji raznih bolesti. Patoloski efekti
uglavnom su povezani sa generisanjem reaktivnih
azotnih vrsta (RNS-reactive nitrogen species), kao
Sto je peroksinitrit (ONOO ) koji nastaje u reakciji
NO sa superoksid anjon-radikalom (O2"). Peroksi-
nitrit, koji je inace jak oksidacioni i nitrujuci agens,
smatra se glavnim medijatorom NO™ indukovane ci-
totoksicnosti. Nitroksil (NO™), kao i nitrozonijum
(N0+) vrsta, produkt je dinitrozil-gvoZide kompleksa
(DNIC) posredovane dismutacije NO. Cilj rada bio
Jje da se uporedi efikasnost produkcije peroksinitrita
iz razli¢itih DNI kompleksa u aerobnim uslovima.
Kao ligandi u DNI kompleksima korisceni su cistein
(Cys), glutation (GSH) i govedi serum albumin
(BSA). Formiranje peroksinitrita zabeleZeno je vec
pri prvom dodatku azot monoksida u
sluc¢ajevima, nezavisno od tipa liganda. Cisteinski i
glutationski kompleksi pokazali su se kao kompleksi
koji indukuju najmanju produkciju peroksinitrita sto
Jje uzrokovano nestabilnoséu samih kompleksa, dok
se iz albuminskog kompleksa formirala najveca
koli¢ina peroksinitrita. Svi eksperimenti radeni su
paralelno u prisustvu enzima MnSOD koji uklanja
02" neophodan za formiranje peroksinitrita. Rezul-
tati ovih eksperimenata potvrdili su postojanje me-
hanizma nastajanja OONO™ od NO i O2 preko NO
i 0.

svim
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Uvod

Azot-monoksid (NO) je sveprisutni Celijski glas-
nik koji reguliSe brojne fizioloske procese, ali nje-
gova prekomerna produkcija znacajno doprinosi
razvoju raznih bolesti (Moncada et al. 1991, Eiserich
et al. 1998). Patoloski efekti su povezani sa generi-
sanjem reaktivnih azotnih vrsta (RNS, reactive nitro-
gen species) kao $to je peroksinitrit (ONOO) koji
nastaje u reakciji NO sa superoksid anjon-radikalom
(O27). Peroksinitrit, koji je inace jak oksidacioni i
nitrujuéi agens, smatra se glavnim medijatorom NO™
indukovane citotoksi¢nosti (Eiserich er al. 1998,
Groves 1999).

Superoksid anjon-radikal (O27) nastaje kao
sporedni proizvod u normalnom aerobnom metabo-
lizmu, a njegova produkcija moZe biti povecana u
raznim patoloskim stanjima. Uloga enzima superok-
sid dismutaze (SOD) je da katalizuje disproporcioni-
sanje superoksid anjon radikala u kiseonik i
vodonik-peroksid (Fridovich 1983, Fridovich
1986):

20,7 + 2H" - 02 + Ho02  (SOD).

Eksperimenti in vitro su pokazali da NO i Oy~
reaguju brzo (konstanta brzine 7000° Mﬁlsfl, tako da
je reakcija kontrolisana brzinom difuzije reaktanata),

pri ¢emu nastaje izuzetno reaktivni proizvod, pero-
ksinitrit (Huie i Padmaja 1993):

NO + O2° —» ONOO .

Medutim, peroksinitrit moZe nastati i na alterna-
tivni nadin u reakciji NO sa kiseonikom. Smatra se
da ova reakcija tece preko intermedijera (NO i O2").

NO™ + 02 — [NO +02] - ONOO™

Direktni dokazi za nastajanje peroksinitrita in
vivo za sada ne postoje, dok su indirektni dokazi ko-
ntradiktorni. Koli¢ina peroksinitrita koji bi mogao da
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nastane in vivo zavisiée od koncentracije NO i su-
peroksid anjon radikala, koje ce opet zavisiti, s jedne
strane od produkcije ovih radikala, a sa druge, od nji-
hovih reakcija sa biomolekulima (Fukuto i Ignarro
1997).

Peroksinitritni anjon ONOO je veoma reak-
tivna vrsta. Na fizioloSkom pH ONOO brzo se pro-
tonuje do nestabilne i vrlo reaktivne peroksiazotaste
kiseline (HO—O-N=0), koja se raspada preko niza
reaktivnih intermedijera do nitrata i (manjim delom)
do nitrita. Peroksinitritni anjon dodat celijama,
tkivima ili telesnim te¢nostima, brzo se protonuje
do peroksiazotaste kiseline, §to dovodi do oksidacije
SH grupa i drugih antioksidanasa, oksidacije lipida,
cepanja lanaca DNK, nitrovanja i dezaminacije nuk-
leinskih baza. NajviSe izucavana reakcija peroksini-
trita sa proteinima je reakcija nitrovanja ostataka
tirozina gde se dobija nitrotirozin. Nitrovanje osta-
taka tirozina in vivo Cesto se uzima kao indikacija
generisanja peroksinitrita, pod datim (pato-)fizi-
oloskim uslovima. Sve ove reakcije mogu imati po-
tencijalno Stetne posledice za bioloSke sisteme
(Koppenol et al. 1992, Koppenol 1998, Halliwell i
Gutteridge 1999).

U prethodnom ispitivanju (Prokopovi¢ 2005) o
dismutaciji (proces istovremene oksidacije i reduk-
cije) azot monoksida posredstvom razlic¢itth DNIC
(eng. dinitrosyl iron complex) pokazano je da nas-
taje nitroksil anjon (NO"). Takode, bilo je indikacija
da nastaje i peroksinitrit. Zbog toga, ideja i cilj rada
bili su da se ispita da li pri dismutaciji azot-monok-
sida posredstvom razli¢itih kompleksa dinitrozil-
gvozda pri aerobnim uslovima nastaje i peroksinitrit
i da li u slucaju proteinskih DNI kompleksa nastaje
nitrotirozin kao direktna posledica formiranja pero-
ksinitrita. Takode, ispitano je i da li se radi o gore
pomenutom mehanizmu formiranja peroksinitrita.

Materijal 1 metode

Sve supstance koriSéene u eksperimentima bile
su p.a. 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
prikazana je na slici 1.

Ukratko, kroz aparaturu se najpre 2 h propusta
argon kako bi se uklonio sav prisutan kiseonik, a
zatim se ukapava rastvor natrijum-nitrita u kiseli
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UZORAK  KMnO4

Slika 1. Aparatura za dobijanje i uvodenje NO

Figure 1. Apparatus for preparation of NO solutions.

rastvor FeSO4 uz neprekidano meSanje. NO koji se
izdvaja se uvodi u gas-tight staklenu bocicu sa sep-
tumom napunjenu destilovanom vodom. Tako
pripremljenom rastvoru NO odredena je koncen-
tracija na NO-metru (Harvard Apparatus) i bila je
ca 1.7 mM.

U cilju izvodenja ogleda sintetisani su cistein-
ski, glutationski i albuminski DNI kompleksi u koje
je dodavan rastvor NADH. Svi eksperimenti radeni
su i u prisustvu enzima MnSOD sa ciljem da se
ispita mehanizam formiranja peroksinitrita od NO™
i Oz preko NO i O2.

Sinteza kompleksa i odredivanje koncentracije
NADH, odnosno koncentracije NAD+ bez
prisustva enzima

Sa Cys i GSH: u 50 mM HEPES pufera do-
dat je ligand do 200 M i kiseli rastvor FeSO4 do
200 M. Ovaj rastvor koriséen je kao slepa proba na
340 nm, tj. na talasnoj duZini na kojoj NADH ima
maksimum apsorpcije. Nakon snimanja slepe probe
u rastvor je dodat NADH do 160 M. Zatim je u
rastvor na svakih pet minuta dodavano po 151 1.2
mM rastvora NO i merena je apsorbanca na 340
nm. Apsorpcioni koeficijent NADH na 340 nm je
6200 em 'M'. U svaki uzorak dodato je ukupno
po 15 bolusa NO (bolus — unapred odredena zapre-
mina vodenog rastvora gasa poznate koncentracije).

Sa BSA: Sinteza kompleksa sa albuminom
identi¢na je sintezi prethodna dva kompleksa. Posle
sinteze snimljen je spektar u opsegu talasnih duZina
300-700 nm sa ciljem da se pored apsorbance
NADH na 340 nm detektuje i apsorpcija na 420 nm
koja bi poticala od nitrotirozina, za ¢ije su formi-
ranje postojale indikacije u prethodnom radu. Ap-
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sorpcioni koeficijent nitrotirozina na 420 nm je
4200 cm™ "M

Sinteza kompleksa i odredivanje koncentracije
NADH, odnosno koncentracije NAD+ u prisustvu
enzima

Sa Cys i GSH: sinteza kompleksa u prisustvu
enzima razlikuje se od sinteze kompleksa bez
prisustva enzima po tome Sto je HEPES puferu do-
dat i enzim aktivnosti 56 Umg = (odnos zapremina
rastvora i dodatog enzima bila je 1:50), a koncen-
tracija NADH je odredivana na isti nacin kao i u
uzorku bez enzima.

Sa BSA: sinteza kompleksa sa albuminom
identi¢na je sintezi prethodna dva kompleksa u
prisustvu enzima, a odredivanje koncentracije
NADH izvodi se na isti nac¢in kao i u albuminskom
DNI kompleksu bez prisustva enzima.

Rezultati 1 diskusija

Nakon svih uradenih eksperimenata zakljucili
smo da su rezultati opravdali teorijska ocekivanja.
Na slikama 3,4 i 5 u svim slucajevima nezavisno od
tipa liganda detektovan je rast koncentracije NAD",
Porast koncentracije NAD" uslovljen je oksidovanjem

posle 15. bolusa
bez enzima

BSA

50 A Cys

40 - posle 15. bolusa
sa enzimom

posle 1. bolusa ||

30 o bez enzima

posle 1. bolusa
sa enzimom

20 .

[NAD*] (um)

Slika 2.

Sumirani prikaz koncentracija NAD" nastalih iz
razli¢itih DNIC u uslovima sa i bez enzima. DNIC
kompleksi napravljeni su iz cisteina, glutationa i BSA i
u uzorcima je odredivana koncentracija NAD". Svi
eksperimenti radeni u 50 su mM HEPES puferu pH 7.4.

Figure 2.

Scheme of summarized concentrations of NAD" formed
from various DNICs in conditions with and without
MnSOD. DNICs are made from cysteine, glutathione
and BSA and concentrations of NAD". All experiments
were done in 50 mM HEPES buffer pH 7.4.
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NADH. Ovo potvrduje ranije nalaze (Koppenol
1998) da je NADH oksidovan od strane peroksini-
trita koji nastaje u reakciji proizvoda dismutacije
NO, preciznije od nitroksil vrste, i kiseonika. Prote-
inski DNIC, kao najstabilniji DNIC, posle prvog
bolusa rastvora NO neposredno formira najmanju
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Slika 3. Kinetika nastajanja NAD" oksidovanjem
NADH u zavisnosti od koncentracije NO u rastvoru
cisteinskih DNI kompleksa bez enzima (kvadratiéi) i u
prisustvu enzima (kruzi¢i) u HEPES puferu pH 7.4.

Figure 3. Kinetics of NAD" formation depending on
concentrations of NO in cysteine DNIC solutions with
MnSOD (circles) and without MnSOD (squares).
Experiments were done in 50 mM HEPES buffer pH 7.4.
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Slika 4. Kinetika nastajanja NAD" oksidovanjem
NADH u zavisnosti od koncentracije NO u rastvoru
glutationskih DNI kompleksa bez enzima (kvadratici) i
u prisustvu enzima (kruZi¢i) u HEPES puferu pH 74.

Figure 4. Kinetics of NAD" formation depending on
concentrations of NO in glutathione DNIC solutions
with MnSOD (circles) and without MnSOD (squares).
All experiments were done in 50 mM HEPES buffer
pH 74.
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Slika 5. Kinetika nastajanja NAD" oksidovanjem
NADH u zavisnosti od koncentracije NO dodate
albuminskim DNI kompleksima bez enzima (kvadratici)
i u prisustvu enzima (kruzi¢i) u HEPES puferu pH 7.4.

Figure 5. Kinetics of NAD" formation depending on
concentrations of NO in albumin DNIC solutions with
MnSOD (circles) and without MnSOD (squares). All
experiments were done in 50 mM HEPES buffer

pH 7.4.

koncentraciju peroksinitrita $to rezultuje i najnizom
koncentracijom NAD". NajniZa produkcija NAD" iz
proteinskih DNIC prouzrokovana je najviSom stabil-
nos$¢u ovih kompleksa jer se produkuje najmanja
koli¢ina peroksinitrita. Na drugoj strani imamo ciste-
inske i glutationske komplekse koji na pocetku for-
miraju mnogo vecdu koli¢inu OONO™. Ovo se
objasnjava manjom stabilno$¢u niskomolekulskih
DNI kompleksa u odnosu na albuminske komplekse.
Relativni odnos koli¢ina formiranog peroksinitrita iz
razli¢itih DNI kompleksa pri istim koncentracijama
dodatog NO ostaje isti nezavisno od toga da li se u
rastvoru nalazio enzim MnSOD ili ne. Razlika je u
apsolutnoj koli€ini formiranog peroksinitrita. Razlog
ovome je ¢injenica da enzim deluje tako $to iz siste-
ma izvlac¢i superoksid anjon-radikal i smanjuje for-
miranje peroksinitrita, a samim tim i umanjuje
oksidaciju NADH te proporcionalno tome nastaje i
srazmerno manja koli¢ina NAD". Medutim, dodava-
njem veceg broja bolusa prava priroda kompleksa
dolazi do izraZaja. Nestabilni cisteinski i u ovom
slucaju jo§ nestabilniji glutationski kompleksi, koji u
pocetku indukuju najviSe peroksinitrita, vremenom
se (odnosno brzom potroSnjom SH grupa) raspadaju
i njihova dismutaciona sposobnost smanjuje se uslo-
vljavajuéi da se i ukupna koli¢ina produkovanog
peroksinitrita viemenom tek neznatno povecava. Al-
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buminski kompleksi ostaju stabilni i posle 15 doda-
tih bolusa (kumulovano 0.027 mol u 2 mL reak-
cionog rastvora) pa se njihova dismutaciona
sposobnost ne smanjuje, time direktno uti¢uéi na
povecanje koncentracije produkovanog peroksini-
trita.

Kako posle prvog tako i posle petnaestog bolus
dodatka azot-monoksida u rastvor koji pored DNI
kompleksa sadrzi i enzim, produkcija NAD", u od-
nosu na produkciju NAD" u rastvorima bez enzima,
manja je za 30-40%. Ovo direktno pokazuje koliki je
protektivni znacaj enzima MnSOD koji uklanja su-
peroksid anjon-radikal, za koji je pretpostavljeno da
nastaje kao meduproizvod u mehanizmu koji je pret-
stavljen u teorijskom delu. Smanjena produkcija su-
peroksid anjon-radikala direktno smanjuje i koli¢inu
formiranog peroksinitrita jer stvaranje peroksinitrita
direktno zavisi od stvorenog Oz . Na slici 2 se vidi
i da je sposobnost dismutacije kompleksa, koja dire-
ktno utice na koli¢inu peroksinitrita, posle prvog i
posle petnaestog bolusa potpuno obrnuta. Naime,
nakon prvog bolusa azot-monoksida najvise OONO
bilo je formirano iz glutationskih i cisteinskih pa tek
onda iz albuminskih kompleksa, dok je posle 15 bo-
lusa proteinski kompleks pokazao viSu efikasnost
produkcije od niskomolekulskih kompleksa.

Takode, na spektrima proteinskih kompleksa de-
tektovane su apsorbance i na 420 nm koje u potpu-
nosti odgovaraju apsorpciji tirozinskih ostataka
govedeg serum albumina. Na ovaj nacin je nedvos-
misleno potvrdujena prepostavka da je peroksinitrit u
stanju da preko brojnih intermedijera nitruje tirozin i
formira nitrotirozin (NTyr). Koncentracije nitrotiro-
zina rastu sa vremenom, odnosno sa dodatom kolici-
nom NO (slika 6) jer dodata koli¢ina NO odgovara
koli¢ini peroksinitrita. Kada se uporede rastuée kon-
centracije nitrotirozina u rastvorima albuminskih
DNI kompleksa sa i bez enzima, ponovo se moZe za-
kljuciti da je nastala koli¢ina nitrotirozina u
prisustvu enzima manja od one koja se formirala
samo u HEPES puferu bez enzima. Kao i u slucaju
odnosa koncentracija NAD" u uzorku sa i bez
enzima, i koncentracija NTyr u uzorku sa i bez
enzima manja je za oko 30-40%. Ovo jos jednom di-
rektno pokazuje da enzim, vrseéi ulogu uklanjanja
superoksid anjon-radikala iz rastvora, smanjuje
ukupnu koli¢inu formiranog NTyr zbog toga Sto di-
rektno umanjuje koncentraciju peroksinitrita preko
jedinog moguceg mehanizma (navedenog u uvodu),
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Slika 6. Kinetika nastajanja nitrotirozina nitrovanjem
tirozinskih ostataka u proteinskim DNI kompleksima u
zavisnosti od koncentracije NO u rastvor proteinskog
kompleksa u HEPES puferu pH 7.4.

Figure 6. Kinetics of nitrotyrosine formation, that is
caused by nitration of tyrosine residues in protein
DNICs, depending on NO concentration. These
experiments were done in 50 mM HEPES buffer pH
7.4 with MnSOD (circles) and without MnSOD
(squares).

odnosno govori nam da mehanizam formiranja
peroksinitrita preko NO i Oz zaista postoji.

Na slici 2 prikazana je sumirana produkcija
NAD" iz razli¢itih dinitrozil-gvozde kompleksa
posle prvog i petnaestog bolusa i sa i bez prisustva
enzima. Slika 2 takode prikazuje i totalnu produkciju
peroksinitrita koja je obrnuto proporcionalna koncen-
traciji NADH jer peroksinitrit oksiduje NADH pa je
odnos koncentracija ove dve supstance obrnuto pro-
porcionalan. Nezavisno od toga da li se u rastvoru
nalazio enzim ili ne, ofigledno je da se peroksinitrit
formira u svim slucajevima i da je posle dodatka 15
bolusa rastvora NO najefikasniji u formiranju
OONO proteinski DNIC, dok se vremenom cistein-
skim i glutationskim kompleksima, koji u pocetku
indukuju najvece koli¢ine peroksinitrita, smanjuje
sposobnost dismutacije, a samim tim i ukupna pro-
dukcija peroksinitrita.

Zakljucak

Na osnovu svih izloZenih rezultata moZe se
tvrditi da se peroksinitrit formira tokom DNIC pos-
redovane dismutacije NO. Iz rezultata je, takode,
ocigledno da ligand koji formira kompleks direktno
uti¢e na dismutacionu sposobnost. Najnestabilniji
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kompleksi, koji ujedno produkuju i najmanje
peroksinitrita, jesu cisteinski i glutationski. Sa druge
strane, proteinski kompleksi formirali su najvisu ko-
li¢inu peroksinitrita i samim tim pokazali se kao naj-
stabilniji. U albuminskim kompleksima detektovano
je 1 postojanje nitrotirozina koji je nastao nitrovanjem
proteinskih ostataka tirozina od strane formiranog
perksinitrita.

Takode, pokazano je da i mehanizam nastajanja
OONO preko NO i O zaista postoji. Ovo je potvr-
deno umanjenom oksidacijom NADH, ali i stvara-
njem nitrotirozina u manjim koli¢inama, u svim
sluc¢ajevima kada je u sistemu prisutan enzim MnSOD
koji uklanja O2" i time umanjuje ukupnu koli¢inu for-
miranog peroksinitrita koji oksiduje NADH 1i nitruje ti-
rozinske ostatke. U narednim eksperimentima ostaje da
se otkrije prava fizioloska priroda dismutacije azot-mo-
noksida posredstvom razli¢itih DNI kompleksa, tj.
da se ukaze na to koji od efekata je predominantniji,
protektivni ili destruktivni.
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Viadimir Prokopovic¢

Efficiency of Peroxynitrite (OONO )
Production from Various Dinitrosyl
Iron Complexes (DNIC) under
Aerobic Conditions

Nitric oxide (NO) is a very important intracellu-
lar messenger that regulates numerous processes in
the human organism, whereas its overproduction
contributes to the pathology of a variety of diseases.
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Pathological effects are mainly related to the forma-
tion of reactive nitrogen species (RNS) such as per-
oxynitrite (ONOQ"), that is thought to be formed in
the reaction of NO with superoxide anion radical
O2". Peroxynitrite, which is a potent oxidative and
nitrating agent, is considered to be the major media-
tor of NO -induced cytotoxicity. Nitroxyl (NO ), as
well as nitrosonium (NO™), is a product of dinitrosyl
iron complex (DNIC)-assisted NO dismutation. This
paper examines and compares the efficiency of per-
oxynitrite production from various DNICs under
aerobic conditions. Different thiols were used as li-
gands (Cysteine — Cys, Glutathione — GSH and bo-
vine serum albumin — BSA). Independently from the
ligand type, peroxynitrite formation was detected in
all samples after the first addition of NO. Cysteine
and glutathione complexes were shown to induce di-
minutive peroxynitrite amounts compared to albu-
min complexes, which produced the highest amount
of ONOO™. All experiments were done simultane-
ously in conditions with and without the MnSOD
enzyme that decomposes O2" required for OONO™
formation. The obtained results confirmed the ex-
istence of mechanism of OONO formation fromo
NO and O via reaction of NO with O™
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