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IZVOD

"Dismutacija azot monoksida u bioloskim i model
sistemima: In VItro ispitivanja"

Sisari su izloZeni endogenim i egzogenim izvorima azot monoksida (NO). U biolosSkoj
sredini NO podleze kompleksnim reakcijama u kojima nastaju vrste reaktivnije od
samog azot monoksida (RNOS), koje su ukljuCene u mnoge fizioloSke 1 (narocito)
patofizioloske procese. Ove reakcije obuhvataju i konverziju NO u njegove reaktivne
srodnike, nitrozonijum jon (NO') i nitroksilni (HNO/NO”) anjon, koji mogu reagovati
sa raznim ciljnim molekulima u bioloskim sistemima Sto ima wvaznu ulogu u NO
posredovanim procesima. PredloZeno je da u biolodkim sistemima NO prelazi u NO' ili
HNO/NO~ vrste oksidacijom odnosno redukcijom NO pomoéu metalnih Jjona. Mi smo
postavili hipotezu da katalizom pomoéu SOD 1 "slobodnog" gvozda NO mozZe da
dismutuje (2NO — NO' + HNO/NO') dajuéi obe vrste. U prvom delu rada ispitivan Je
efekat NO na aktivnost sve tri klase SOD: govedu Cu/zZnSOD, MnSOD (E.coli), FeSOD
(E.coli) i FesoD (P.leiognathi), a detaljno su ispitane modifikacije MnSOD nakon
tretiranja sa NO. Nadeno je da je Cu/ZnSOD stabilna pri inkubiranju sa NO: ¢&ak i
pri produzenom inkubiranju nije doSlo do znac¢ajnih promena u strukturi i aktivnosti
enzima. Inkubiranje FeSOD 1 MnSOD sa NO dovodi do brze 1 =znatne inaktivacije
enzima. Pokazano Jje da inaktivacija MnSOD nastaje kao posledica ekstenzivnih
modifikacija molekula enzima: fragmentacije polipeptidnog niza na ostacima
histidina u aktivnom centru, modifikacija amino grupa, nitrovanja 1 oksidacije
ostataka tirozina. Dokumentovano je da FeSOD i MnSOD katalizuju dismutaciju NO u NO*
i NO  vrste koje izazivaju modifikaciju 1 inaktivaciju enzima. U drugom delu rada
ispitivana je sposobnost tragova jona gvoZda na dismutaciju NO. Nastajanje NO™ vrsta
rezultuje u sintezi S-nitrozotiola (RSNO) 1 nitrita, a HNO/NO u nastajanju
hidroksilamina. Hidroksilamin je detektovan u rastvorima jona gvozZda inkubiranim sa
NO u prisustvu cisteina, ali ne 1 glutationa (GSH). Pokazano je da dodatak urata,
dominantnog agensa za vezivanje "slobodnog" gvoZda, u rastvor glutationa 1 Jjona
gvozda pre njihovog inkubiranja sa NO, dovodi do povecane sinteze GSNO i nastajanja
hidroksilamina, uz gubitak urata koji prelazi u nitrozo/nitro proizvode koji nisu
za sada identifikovani. Utvrdeno je da GSH Stiti urat od raspadanja; efekat zavisi
od odnosa GSH:urat. U neutralnim rastvorima proteina i jona gvozda inkubiranih sa
NO u prisustvu (ali ne 1 u odsustvu) wurata detektovan je hidroksilamin 1
S-nitrozovanje proteina. RNOS generisane kao posledica dismutacije NO u rastvorima
tirozina i jona gvoZda izazivaju nitrovanje i oksidaciju tirozina. U treéem delu je

u in Vitro eksperimentima ispitivana dismutacija NO katalizovana "slobodnim"
gvozdem u cerebrospinalnoj tecdnosti (CSF) =zdravih osoba 1 osoba obolelih od
amiotrofi¢ne lateralne skleroze (SALS). Nivo antioksidanata, proteinskih SH grupa,

askorbata i urata, koji predstavljaju ligande za dinitrozil-gvozde komplekse (DNIC)
sa "slobodnim" gvozdem i/ili hvatade NO' i HNO/NO  vrsta je promenjen kod SALS
pacijenata. Da "slobodno" gvozde katalizuje dismutaciju NO Jje dokazano nastajanjem
RSNO i hidroksilamina u CSF uzorcima inkubiranim sa NO in vitro, odnosno potpunom
inhibicijom ovih reakcija pomoc¢u o-fenantrolina, helatora za jone gvozda. Pokazano
je da RNOS generisane dismutacijom NO reaguju sa askorbatom i uratom, 3to dovodi do
njihovog gubitka, da prisustvo urata povecava kapacitet "slobodnog" gvozda da
katalizuje NO dismutaciju, dok Jje askorbat bolji hvata¢ od urata za generisane
RNOS. Veé¢i prinos RSNO, nitrita, hidroksilamina i 3-nitrotirozina u CSF uzorcima
SALS pacijenata inkubiranih sa NO u odnosu na koli¢ine nadene u kontrolnim CSF
uzorcima moze da se objasni povecanim nivoom urata 1 smanjenim nivoom askorbata u
CSF uzorcima SALS pacijenata. Rezultati prezentirani u ovom radu ubedlijivo pokazuju
da metal-posredovana dismutacija NO u bioloskim uslovima ne samo da je moguca nego
jJe 1 fizioloski relevantna. Zbog toga fizioloski znacaj metal posredovane
dismutacije NO zasluZuje dalja istraZivanija.

Kljuéne reéi: azot monoksid, superoksid dismutaza (SOD), NO dismutacija, reaktivne
NO vrste (RNOS), Dinitrozil-gvoZde kompleksi (DNIC), Cerebrospinalna tecnost (CSF),
nitrozotioli (RSNO)



ABSTRACT

"Dismutation of nitric oxide in biological and
model systems: 1IN Vitro study"

Mammalian systems are exposed to nitric oxide (NO) through both exogenous and
endogenous sources. Once formed, NO undergoes a complex series of reactions which
lead to formation of several species more reactive than NO itself. Reactive
nitrogen species (RNOS) derived from NO have Dbeen implicated 1in numerous
physiological and (particularly) pathophysiological processes. These include NO
conversion into its reactive congeners, nitrosonium (No*)  and nitroxyl (HNO/NO")
species, which both could react with various target molecules in biological systems
with important consequences for NO mediated processes. It was suggested that in a
biological system NO may be converted either to NO' or HNO/NO  species by metal-
catalyzed oxidation or reduction of NO, respectively. We hypothesized that the
conversion of NO into both NO® and HNO/NO~ species may occur through the metal
assisted NO dismutation (2NO — NO' + HNO/NO’) catalyzed by SODs and "free" iron. The
effect of NO treatment INn VItro on structural and functional alterations of Cu/Zn,
Mn, and Fe type of SODs was studied. Significant difference in response to NO of
Cu/ZnSOD compared to the Mn and Fe types was demonstrated. Cu/ZnSOD was shown to be
stable with respect to NO: even on prolonged exposure, NO produced negligible
effect on its structure and activity. In contrast, exposure to NO led to fast and
extensive inactivation of Dboth Mn and Fe types. Inactivation of MnSOD was
demonstrated to be due to the extensive structural alterations, including the
cleavage of enzyme polypeptide chains, presumably at His residues of the enzyme
metal binding sites, amino groups modifications, tyrosine residue nitration and
oxidation. The generation of nitrosonium and nitroxyl ions in NO treated Mn and
FeSODs, which produce enzyme modifications and inactivation, was demonstrated.
Dinitrosyl iron complex (DNIC) initiated iron ion catalyzed NO dismutation into NOT,
resulting in the synthesis of S-nitrosothiols (RSNO) and nitrite, and into HNO/NO~
to produce hydroxylamine was demonstrated. Hydroxylamine was detected in NO treated
solutions of iron ions in the presence of cysteine, but not glutathione. The
addition of urate, a major "free" iron-binding agent in humans, to solutions of GSH
and iron ions and the subsequent treatment of these solutions with NO increased the
synthesis of GSNO and resulted in the formation of hydroxylamine. This caused a
loss of urate and yielded a novel nitrosative/nitration product. GSH attenuated the
urate decomposition to such a degree that it could be reflected as the function of
GSH:urate. NO treatment of a neutral solution containing proteins and iron ions in
the presence of urate, but not in its absence, resulted in hydroxylamine formation
and protein S-nitrosation. The consequences of NO exposure in VItro were tested on
cerebrospinal fluid (CSF), system containing "free" iron and constituents such as
protein -SH groups, ascorbate and urate which represent ligands and/or scavengers
of both NO® and HNO/NO  species. The results demonstrate that "free" iron in CSF can
catalyze NO dismutation as evidenced from the formation of Dboth RSNO and
hydroxylamine in CSF exposed to NO iIn Vitro which was inhibited upon addition of
iron ion chelator o-phenanthroline. NO treatment caused loss of CSF ascorbate and
urate. Urate and ascorbate levels were found to affect both "free" iron ion
catalyzed NO dismutation as well as the reactions of protein -SH groups with NO' and
HNO/NO~ species. Results described in this work suggest that metal/assisted NO
dismutation into NO® and HNO/NO species in biological systems may be feasible and
possibly physiologically relevant.

Keywords: Nitric oxide, Superoxide dismutase, NO dismutation, Reactive NO species
(RNOS), Dinitrosyl iron complex (DNIC), cerebrospinal fluid (CSF), nitrosothiols
(RSNO)



SPISAK CESCE KORISCENIH SKRACENICA®

ALS - amiotrofic¢na lateralna skleroza

AscH - askorbinska kiselina

BSA - govedi serum albumin

CSF - cerebrospinalna teénost (likvor)
Cu/ZnSOD - bakar/cink superoksid dismutaza
DNIC - dinitrozil-gvozde kompleksi

DTNB - 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoeva kiselina)
EDRF - endotelni opustajuc¢i faktor

eNOS - endotelna NO sintaza

EPR - elektron paramagnetna rezonanca

FALS - familijarna amiotrofic¢na lateralna skleroza
FeSOD - gvozde superoksid dismutaza

GSH - redukovani glutation

GSNO - S-nitrozo glutation

GSSG - oksidovani glutation

iNOS - inducibilna NO sintaza

IRP - gvozde vezujucéi protein

M-NO - metal-nitrozil kompleksi

MNIC - mono-nitrozil-gvozde kompleksi
MnSOD - mangan superoksid dismutaza

NEM - N-etil-maleimid

NMDA - N-metil-D-aspartat

nNOS - neuronalna NO sintaza

NOS - NO sintaza

NTYR - 3-nitrotirozin

PAGE - poliakrilamid gel elektroforeza

RBC - eritrociti

RNOS - reaktivne vrste azot monoksida

ROS - reaktivne kiseonicne vrste

RSNO - nitrozotioli

SALS - sporadic¢na amiotrofic¢na lateralna skleroza
SDS - natrijum-dodecilsulfat

SOD - superoksid dismutaza

Tris - tris(hidroksimetil)aminometan

UA - mokrac¢na kiselina

* Spisak skraéenica, kori$¢enih u ovom radu, poredan je po abecednom redu.
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1 UvVOD

Zivot zavisi od intra- i interc¢elijske komunikacije. Prema
dosadasnjim saznanjima ova komunikacija se obavlja uz uceScée Jjona i
organskih molekula kao S$to su amini, organske kiseline, nukleozidi i
nukleotidi, steroidi, polipeptidi i proteini. Ovi signalni molekuli
se prenose putem kanala 1ili pora, a ostvaruju svoje dejstvo
interakcijama sa specificnim receptorima u ¢elijskim membranama.
Poslednjih dvadesetak godina ova saznanja su dopunjena
revolucionarnim otkri¢ima da mali, visoko difuzibilni gas, dobro
poznati hemijski zagadivac¢, NO, predstavlja signalni molekul u
vertebratima 1 invertebratima, te da svoje mnogobrojne efekte NO
ostvaruje hemijskim reakcijama u kojima ucestvuje u odredenom

bioloskom okruzenju.

NO ima krucijalnu ulogu u homeostatskoj regulaciji kardio-
vaskularnog, nervnog i imunog sistema (Ignarro, 1989b; Moncada et
al., 1991; Culotta & Koshland, 1992). Pored fizioloskih, NO je
ukljuCen i u niz patofiziolo3kih procesa. Za neke bolesti kao Sto su
hipertenzija, angina pectoris 1 1impotencija karakteristican je
manjak NO, dok se druge kao npr, zapaljenijski  procesi i
neurodegenerativne bolesti povezuju sa povecanom produkcijom NO.
Zbog toga se smatra da donori, odnosno inhibitori sinteze NO imaju
veliku potencijalnu farmakolosSku primenu (Moncada et al., 1991;
Gross & Wolin, 1995; Schroeder & Kuo, 1995; Eiserich et al., 1998).

U ¢elijama zivotinja, biohemijski mehanizmi dejstva NO su odvojeni

kao zavisni 1li nezavisni od cGMP (Slika 1) (Hausladen & Stamler,
1998) .
cGMP zavisni put signalizacije je iniciran NO-indukovanom

aktivacijom rastvorne guanilat ciklaze reakcijom NO sa gvoZdem iz
hema u aktivnom centru enzima (Stamler, 1994). Ovo rezultuje u
sintezi sekundarnog glasnika, c¢GMP, koji Jje ukljucen u relaksaciju
glatkih misi¢a, inhibiciju agregacije trombocita 1 u senzornom
vizuelnom sistemu (Schmidt & Walter, 1994). cGMP postiZe svoje
dejstvo direktnim interakcijama sa ciljnim proteinima kao Sto su:
cGMP-zavisne protein kinaze, ciklicéni nukleotidni kanali i
fosfodiesteraze (Slika 1) (Beck et al., 1999).



cGMP - zavisna NO transdukcija signala cGMP - nezavisna NO transdukcija signala
P + - » Fosfataze
Smanjenje nivoa CAMP<——— PDE || <«——
Pove}anje nivoa CAMP<—— PDE || «——
Olfakcija  <— Ca2'<~ CNGC <— cGMP <—NO—> S-nitrozovanje +/5 Kinaze _  Jelijski
(MAPK PKC) odgovor|
Relaksacija
glatkih mi{i}a «— PL.C <= NO-G-kinaze«———
Ins(1,4,5)PsR ¢+
Inhibicija agregacije +/- _ Drugi signalni
trombocita cADPR proteini
(transkri_pc_ioni faktori '
FemhzacuaJaj%slobadjanje Ca? <J receptori, jonski kanali)
LTD kroz RYR

Slika 1. signalni putevi NO u ¢éelijama #ivotinja: Aktivacija guanilat ciklaze
povetava nivo cGMP, Sto se najviSe odrazava na aktivnost tri klase proteina:
fosfodiesteraze (PDE), ciklic¢nog nukleotidnog kanala (CNGC) i cGMP-zavisne protein
kinaze (NO-G-kinaze). PDE se javlja u dva cGMP-zavisna tipa: tip II (PDE II) i tip
ITI (PDE III). cGMP-aktiviran PDE II povec¢ava hidrolizu cAMP. Medutim, cGMP
povec¢ava nivo cAMP inhibicijom PDE III. cGMP-zavisni CNGC izaziva influks ca’" u
signalnim putevima senzornog sistema, ukljucuju¢i i olfakciju. NO-G-kinaze
posreduju dejstvo NO u glatkim mi$ic¢ima 1 trombocitima inhibicijom agonist-
indukovanog povec¢anja koncentracije ca’*. ovo se postiZe inhibicijom fosfolipaze C
(PLC) 1 inozitol 1,4,5-trifosfat-zavisnog ca?" kanala [Ins(1,4,5) PsR]. NO-G-kinaze
mogu, takode, kontrolisati kaskadu signalne transdukcije u kojoj cADP riboza
(cADPR) aktivira rianodin-senzitivne kalcijumove kanale (RYR) . Influks ca?’
rezultuje u fizioloskim funkcijama, kao Sto je fertilizacija Jjaja 1 dugorocna
depresija (LTD-long term depression) sinapticke transmisije. cGMP-nezavisni putevi,
koji su manje prouceni, posredovani su S-nitrozovanjem signalnih proteina
ukljucujuéi transkripcione faktore, receptore i jonske kanale. Fosfataze, protein
kinaze wukljucujué¢i mitogen-aktivirajuéu protein kinazu (MAP) 1 protein kinazu C
(PKC) su takode «ciljni molekuli za NO. NO indukuje razlic¢ite MAP kinaze
aktiviranjem faktora kao 3to je mali GTP-vezujuéi protein p217%°. S-nitrozovanije MAP
kinaza izaziva aktivaciju ili inhibiciju enzima. Ovi signalni putevi mogu dovesti
do specifié¢nih ¢elijskih odgovora, wukljucujuéi apoptozu (Hausladen & Stamler,
1998) .

cGMP-nezavisni NO signalni putevi se zasnivaju na regulaciji
aktivnosti signalnih proteina, ukljucujué¢i transkripcione faktore,
receptore i1  Jjonske kanale, S-nitrozovanjem ostataka <cisteina
strateSki postavljenih u njihovom aktivnim ili alosternim mestima
(Slika 1) (Stamler et al., 1992a; Stamler, 1994; Broillet, 1999;
Stamler et al., 2001). NO aktivira p21*®° S-nitrozovanjem, 3Sto dovodi
do modulacije MAP kinazne kaskade (Lander et al., 1996) .
S-nitrozovanje MAP kinaza izaziva aktivaciju ili inhibiciju enzima.
Ovi signalni putevi mogu dovesti do specific¢nih ¢elijskih odgovora,
ukljucujuéi apoptozu (Hausladen & Stamler, 1998). S-nitrozotioli
pored toga predstavljaju nac¢in =za odstranjivanje viska NO 1 za

njegovo ¢uvanje 1 transport u bioloskim sistemima.



Sve veéu paznju istrazZivaca privlac¢i nitrovanje ostataka tirozina u
proteinima koje izazivaju reaktivne vrste nastale u uslovima
povecane produkcije NO. Nitrovanje ostataka tirozina moZe da izazove
inaktivaciju proteina, ali moZe da ima 1 regulatornu funkciju slicéno

fosforilaciji (Eiserich et al., 1998).

Po wvazec¢em modelu, azot monoksid slobodno difunduje u bioloskoj

sredini dok ne izreaguje sa nekom od svojih meta. U ovim reakcijama

mogu da nastanu vrste reaktivnije od samog NO (RNOS) (Moncada et
al., 1991; Lancaster, 1994; Chen et al., 1998; Niketi¢ et al.,
1998). U biolod3koj sredini NO moZe da se oksiduje u vrste sa (vedéim

ili manjim) karakterom nitrozonijum katjona (NO'), ili da se redukuje
u nitroksilni anjon (NO™) (Stamler et al., 1992). Nitroksilni anjon
se pod fiziolos$kim uslovima delimic¢no protonuje (Bartberger et al.,
2001), tako da se ova vrsta obeleZava sa HNO/NO . NO* i HNO/NO  se
nazivaju redoks-srodnicima NO i odavno se smatra da obe vrste, koje
su znatno reaktivnije od samog NO, treba wuzeti u obzir pri
razmatranju bioloskih funkcija NO (Stamler et al., 1992). Tako,
transfer NO" na -SH grupe proteina izaziva reakciju S-nitrozovanja, a
transfer NO* na ostatke tirozina dovodi do nastajanja
3-nitrozotirozina, koji moZe da se oksiduje u 3-nitrotirozin
(Eiserich et al., 1998). Primenom sintetic¢kog donora NO~, Angeli-jeve
soli, primec¢eni su u ex vivo eksperimentima specificéni, kako korisni
tako 1 Stetni, efekti nitroksila (Kubes et al., 1991; Ma et
al.,1999; Booth et al., 2000; Mason et al., 2000; Miranda, et al.,
2001; Paolocci et al., 2001; Feelisch, 2003; Pagliaro et al., 2003).
Ovo oc¢igledno namec¢e potrebu izucavanja Dbioloski relevantnih
mehanizama nastajanja 1 reakcija NO" i HNO/NO~ vrsta, &to je bio i

predmet rada ove doktorske teze.

NO", NO i ©NO~ se mogu posmatrati i kao analozi redoks formi
kiseonika: 0,, 0,7, odnosno 0,°° (Stamler et al., 1992b). Medutim, za
razliku od superoksid anjon radikala (0,7) koji ima sposobnost
dismutacije, pri cemu nastaju O, 1 Of'(Hﬂb), NO sam ne podlezZe
reakciji dismutacije (na primer Kanner, 1996). Azot monoksid
pokazuje Jjak afinitet =za jone prelaznih metala, pri cemu nastaju
metal-nitrozil kompleksi. Azot monoksid kompleksiran za metalni jon
moZze biti (rede) neutralan ili pak, u zavisnosti od toga da 1li se u
datom kompleksu NO ponaSa kao donor ili akceptor elektrona u odnosu
na metalni Jjon, pokazivati (veé¢i ili manji) karakter nitrozonijum

(NO*), odnosno nitroksilnog (NO”) jona (McCleverty, 1979).



Cinjenica da je agregiranje, nitrovanje i inaktivacija MnSOD nadena
u raznim oboljenjima za koja je karakteristican oksidativni stres 1
povec¢ana produkcija NO ukazuje da Je ovaj enzim meta za RNOS.
Pretpostavili smo da bi superoksid dismutaze mogle da pokazuju
sposobnost vezivanja NO, te da bi NO wvezan =za metalni centar u
enzimu mogao imati (u zavisnosti od redoks stanja metalnog centra)
NO® i/ili NO~ karakter. Nastala(e) reaktivne vrste bi mogle in situ
reagovati sa aminokiselinskim ostacima Sto ¢e za posledicu imati
inaktivaciju enzima. Zbog toga smo u ovom radu ispitivali sposobnost
sve tri klase SOD: Cu/ZnSOD, MnSOD, FeSOD (E.coli) i FeSOD
(P.leiognathi) da izvr3e transformaciju NO, u NO® i/ili NO~ vrste, a
potom smo na primeru MnSOD (E.coli) detaljnije izucavali prirodu
hemijskih modifikacija enzima izazvanih generisanim reaktivnim
vrstama. DosSli smo do potpuno novog saznanja da MnSOD i FeSOD, za
razliku od Cu/ZnSOD, katalizuju transformaciju NO u NO" i NO  vrste
(2NO — NO* + NO°) 1 predloZili naziv dismutacija NO za ovu metal-

posredovanu redoks transformaciju azot monoksida.

Zbog zna&aja NO" i HNO/NO~ vrsta za NO-posredovane procese tragali
smo za drugim metalnim centrima koji bi mogli da katalizuju
dismutaciju NO u bioloSkim sistemima. Po3li smo od pretpostavke da
je "slobodno" gvozde (joni Fe?" i Fe’ u Dbioloskim sistemima
kompleksirani u nestabilne komplekse male molekulske mase 1ili

labilno vezani za proteine) najpodesnije za ova istraZivanija.

Dobro je utvrdeno da "slobodno" gvozde reaguje sa NO u bioloskim
Sistemima, pri c¢emu nastaju dinitrozil-gvozZde kompleksi (DNIC), tipa
(NO*),Fe (I)L,. NO grupe u DNIC male molekulske mase imaju karakter
nitrozonijum (NO') jona, tako da se ovi kompleksi smatraju vazZnim in
vivo S-nitrozilujué¢im agensima (na primer Vanin 1998). S obzirom da
mehanizam nastajanja DNIC obuhvata 1 redukciju NO u HNO/NO  (na
primer Vanin 1998) pretpostavili smo da tragovi gvozda u hemijskim,
odnosno "slobodno" gvoZde u biolosSkim sistemima mogu da katalizuju

reakciju dismutacije NO.

U ovom radu smo prosSirili ranija istraZivanja u kojima Jje DNIC
inicirana transformacija NO u NO" demonstrirana nastajanjem RSNO u
neutralnim rastvorima NO, tiola male molekulske mase (cistein, GSH)
i katalitic¢kih kolic¢ina Fe(II) (Vanin et al., 1997; Vanin, 1998;
Vanin et al., 2002) na nastajanje hidroksilamina (karakteristicnog
proizvoda HNO/NO~ u reakciji sa tiolima) (Arnelle & Stamler, 1996).
Pored toga ispitivali smo efekte DbioloSki relevantnih anjonskih

liganada, kao Sto su proteinski tioli, mokraé¢na kiselina i



aminokiseline, na dismutaciju NO katalizovanu Jjonima gvoZda.
Aminokiseline su Siroko rasprostranjene u biolod3kim sistemima, a
mokraé¢na kiselina, koja je anjon na fiziolo3kom pH (i zbog toga
potencijalni ligand za DNIC!), je jedan od najvazZnijih liganada =za
"slobodno" gvozde (Davies et al., 1986; Halliwell & Gutteridge,
1999) .

Potencijalni Dbioloski znac¢aj metal posredovane dismutacije NO
proverili smo u ex vivo eksperimentima u kojima smo koristili
cerebrospinalnu tecnost (CSF) =zdravih osoba 1 osoba obolelih od
sporadic¢nog oblika amiotrofic¢ne lateralne skleroze (SALS). CSF
sadrzi "slobodno" gvozde, MnSOD, tragove GSH 1 znatne kolicine
niskomolekulskih anjonskih konstituenata kao Sto su aminokiseline 1
mokra¢na kiselina (Lentner, 1981). Nivo antioksidanasa (proteinske
SH grupe, urat i askorbat, koji su efikasni hvatadi NO" i HNO/NO~
vrsta) se razlikuje kod pacijenata obolelih od neurodegenerativnih
oboljenja, Sto moZe da wutice kako na stepen tako 1 na efekte

dismutacije NO katalizovane "slobodnim" gvoZdem.



2 OPSTI DEO

Nitroglicerin, kojeg Jje sintetizovao Ascanio Sobrero, Alfred Nobel
je upotrebio za proizvodnju dinamita. U Nobelovoj fabrici dinamita,
kasnih 1860-ih godina primeéeno je i dejstvo nitroglicerina u
sprec¢avanju angina pectoris. Primecene su dve interesantne pojave:
prva, radnici u fabrici su, Jjos prvog radnog dana, osec¢ali Jjaku
glavobolju koja Jje 1is¢ezavala preko vikenda, 1 druga, radnici koji
su imali angina pectoris (medu njima 1 sam Alfred Nobel) osec¢ali su
olakSanje tokom radne nedelje, a bol u grudima se vracdao za vreme
vikenda. Oba efekta potid¢u od vazodilatacionog efekta nitro-
glicerina, 1 bila su zapaZena od strane tadas3njih fiziologa. Ali,
kakav je mehanizam ovog fiziolosSkog efekta tako moénog eksploziva
devetnaestog wveka? Odgovor na ovo pitanje Jje trebalo da saceka vise
od 130 godina! Naime, kasnih 1970-ih 1 ranih 1980-ih godina je
definitivno utvrdeno da azot monoksid (NO) izaziva vazodilataciju
(Arnold et al., 1977; Ignarro et al., 1981; Moncada et al., 1991), a
ubrzo je pokazano da vazodilatacioni efekat nitroglicerina potice od
azot monoksida (Ignarro, 1989a)! Ova rana zapazanja su kulminirala
narednih deset godina otkri¢ima da mnoge ¢elije sisara sintetisu NO,
te da Jje NO wuklju¢en u niz fizioloSkih procesa, kao 3to su
regulacija krvnog pritiska, neurotransmisija i agregiranije
trombocita. Pored fizioloskih funkcija NO Jje wukljuCen 1 u niz
patofizioloskih procesa. Za neke bolesti kao 3to su hipertenzija,
angina pectoris i impotencija karakteristican je manjak NO, dok se
druge kao npr, zapaljenjski procesi, neurodegenerativne bolesti,
povezuju sa povecanom produkcijom NO. Zbog toga se smatra da donori,
odnosno inhibitori sinteze NO imaju veliku potencijalnu farmakolosku
primenu (Moncada et al., 1991; Gross & Wolin, 1995; Schroeder & Kuo,
1995; Eiserich et al., 1998). Dostignuc¢a u oblasti istrazivanja NO
dovode do toga da Jje NO proglasen =za molekul godine u Science
magazinu (Koshland,D.E.,Jr. Science 1992,258,1861). Nobelova nagrada
iz oblasti fiziologije 1 medicine Jje 1998. g., oko 130 g. od
Nobelovog otkri¢a dinamita, dodeljena za rad "Azot monoksid kao

signalni molekul kardiovaskularnog sistema".

Uprkos ovim dostignu¢ima, tacan molekulski mehanizam kojim se NO
oslobada iz nitroglicerina ostao je sve do skoro nepoznat. Chen 1
saradnici (2002) su pokazali da aldehid-dehidrogenaza iz
mitohondrija deluje 1 kao nitroglicerin-reduktaza, koja pri dejstvu
na nitroglicerin oslobada 1,2-gliceril-dinitrat 1 nitrit, koji moZe

dalje da se u bioloSkoj sredini redukuje do azot monoksida.



Nasuprot uobic¢ajenih signalnih molekula, koji svoje dejstvo
ostvaruju samo vezivanjem za specific¢ni receptor, NO ostvaruje svoje
mnogobrojne efekte preko niza hemijskih reakcija. NO Jje mali,
relativno stabilni slobodno-radikalski gas koji lako difunduje u
¢elije 1 ¢elijske membrane gde reaguje sa svojim molekulskim metama.
U vodenoj sredini, u prisustvu kiseonika, njegov poluZivot je oko 4
minuta, dok je u biolo3kim sistemima manje stabilan sa poluZivotom
do 30 sekundi (Lincoln et al., 1997). Reakcije koje se deSavaju u
odredenom bioloSkom okruZenju zavise od koncentracije NO i od finih
varijacija u sastavu intra- 1 ekstra-¢elijske sredine (Wink et al.,
1996) .

U ovom odeljku dat Jje kratak osvrt na nastajanje NO u biolodkim
Sistemima, njegove fizioloske 1 patofizioloske efekte, kao i
biohemijske mehanizme njegovog dejstva. Detaljnije ¢e biti rec¢i o
hemijskim reakcijama relevantnim =za razumevanje biolo3kih funkcija
NO.

2.1 Poreklo NO kojem su izloZeni zivi sistemi

Celije sisara su izloZene azot monoksidu endogenog i egzogenog
porekla. Endogeni NO nastaje enzimskim 1 ne-enzimskim reakcijama.
Enzimsko nastajanje NO katalizovano Jje NO-sintazom (NOS), a ne-
enzimskim putem NO nastaje 1z nitrita u kiseloj sredini. Pod
egzogenim NO podrazumeva se NO prisutan u vazduhu kao zagadivac&¢, na

primer iz dima cigareta (Eiserich et al., 1998).

2.1.1 Biosinteza NO

Biosinteza NO Jje katalizovana klasom enzima poznatim kao NO-sintaze
(NOS), koje katalizuju oksidaciju gunadino grupe L-arginina u NO i

L-citrulin pomoc¢u kiseonika i NADPH (Slika 2).

H
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HoN, +/NH2 HO—N_, NH, O NH,
RV7 N4
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NADP" + H" ;H 1/2NADP" + 12 H H
NADPH 1/2NADPH
+ *NO
L-Arginin N-hidroksi-L-Arginin L-Citrulin

Slika 2. Reakcija katalizovana NO-sintazom (Eiserich et al., 1998).



NOS se javlja u tri izoforme, od kojih su dve, neuronalna NOS (nNOS)
i endotelna NOS (eNOS) konstitutivne, a jedna inducibilna (iNOS),
indukovana inflamatornim citokinima 1l1li ishemié¢nim stimulsima.
Konstitutivne NOS produkuju male koncentracije (nM), =za razliku od
iNOS koja sintetizuje mikromolarne koncentracije azot monoksida.
"Steady state" koncentracija NO u bioloSkim sistemima krece se u
intervalu 20 nM do 2 uM (Moncada et al., 1991; McAndrew et al.,
1997) .

Najmanje tri odvojena gena kodiraju NO sintaze, koji imaju 50-60%
homologu sekvencu nukleotida (Nathan, 1992). Geni su locirani na
hromozomu 12 (nNOS: 150 kb, 29 eksona), 7(eNOS: 21-22 kb, 26 eksona)
i 17 (iNOS: 37 kb, 26 eksona) (Forstermann & Kleinert, 1995). NOS se
javljaju kao membranske i rastvorne izoforme. Tako na primer, ¢elije
endotela sadrze obe, membranski wvezanu 1 rastvornu izoformu enzima.
Jedna od osnovnih razlika izmedu konstitutivnih 1 inducibilnih
izoformi NOS Jje u mehanizmu regulacije aktivnosti. Konstitutivne
izoforme su Ca®?" i kalmodulin (CaM) zavisne tako da mogu biti
regulisane nivoom intraé¢elijskog Ca®'. Inducibilna NOS iz makrofaga
takode sadrzi CaM. Medutim CaM u ovoj izoformi je tako c¢vrsto vezan
da se smatra enzimskom subjedinicom i stoga enzim nije podloZan

regulaciji kalcijumom (Fukuto & Mayer, 1996).

PosSto sve izoforme NOS katalizuju istu reakciju, nije iznenadujuce
da sve pokazuju sli¢ne =zahteve u odnosu na kofaktore i prosteticne
grupe. Obe, c¢cNOS 1 iNOS zahtevaju NADPH, O, i tetrahidrobiopterin
(H4B), a sadrZe FAD i FMN. Sve NOS sadrZe hem i pokazuju sliénost sa
dobro poznatom familijom hemoproteina, citohromima P450. Kao 1 kod
citohroma P450, aksijalni tiolatni ligand iz molekula NOS ucestvuje
u vezivanju hema. Aktivni oblik NOS je homodimer sastavljen od
monomera molekulskih masa 130-155 kDa. Inaktivni monomerni oblik
zadrzZava sposobnost wvezivanja CaM, FAD i FMN, ali ne sadrzi hem i
H4B. Aktivni, dimerni protein sadrZzi sve navedene komponente, a hem,
H4B 1 arginin promotiraju dimerizaciju, 3to ukazuje da oni pored
uloge u katalizi imaju i ulogu u stabilizaciji aktivnog proteina
(Klatt et al., 1996). Sematski prikaz strukture monomera NOS dat je

na slici 3.

Aktivnost NOS je kontrolisana i negativnom povratnom spregom sa azot
monoksidom (Slika 4) (Alderton et al., 2001). Smatra se da se vedéi
deo NOS u bioloskim sistemima nalazi kao stabilan kompleks u kojem
je NO vezan za hem u molekulu enzima (Abu-Soud et al., 2000; Adak et
al., 2000).
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Slika 3. Sematski prikaz strukture monomera NOS. U C-terminalnom delu molekula
enzima nalazi se domen NOS-reduktaze (koji sadrZzi mesta za vezivanje CaM, FAD, FMN
i NADPH) i domen NOS oksidaze. U N-terminalnom delu molekula enzima nalazi se hem 1
mesto za vezivanje tetrahidrobiopterina. CaM-vezujuc¢e mesto je locirano izmedu ova
dva domena (Sagami et al., 2002).
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Slika 4. Pretpostavljena Sema kontrole aktivnosti NOS negativnom povratnom spregom
sa NO (Sagami et al., 2002).

Pod ©posebnim uslovima, kao 3to Jje nedostatak arginina ili
tetrahidrobiopterina, 1ili u prisustvu adriamicina, NOS mogu da
redukuju 0O, do 0,7, Sto moZe da 1ima za posledicu generisanje
peroksinitrita (Odeljak 2.4.2) (Xia & Zweier, 1997).

2.1.2 Ne-enzimsko nastajanje azot monoksida

Azot monoksid moZe nastati in vivo direktnom redukcijom nitrita u

kiseloj sredini. Ovaj proces je od znacaja u zelucu, u kojem je pH



nisko (2,5 - 4,5 za vreme digestije), a koncentracija nitrita visoka
(do 1 mM) (McKnight et al., 1997). Azot monoksid nastaje iz nitrita
u ishemiji srca $to se pretpostavlja da dovodi do oStec¢enje miokarda
i gubitka kontraktilne funkcije srca (Zweier et al., 1995). Azot
monoksid nastao iz nitrita moZe ulestvovati u inflamatornim

reakcijama, nezavisno od aktivacije NOS (Eiserich et al., 1998).

2.2 FiziolosSke i patofizioloske uloge NO

Otkri¢e endogene sinteze NO u Dbiolo3kim sistemima dovelo Jje do

pitanja: "Koja Jje uloga ovog slobodnog radikala u raznim bioloSkim
procesima?". Iznenadujuée, ovaj dvoatomni slobodni radikal, kako je
pokazano, ima krucijalnu ulogu u homeostatskoj regulaciji

kardiovaskularnog, nervnog i imunog sistema, dok pri povecanoj
produkciji NO izaziva toksic¢ne efekte (Slika 5). Toksic¢nost NO se
reflektuje u iniciranju hronicé¢nih inflamatornih bolesti, septicénog i
hemoragi¢nog 3oka i1 niz autoimunih bolesti (Ignarro, 198S8b; Moncada
et al., 1991; Culotta & Koshland, 1992; Loscalzo & Welch, 1995;
Nathan, 1997; Grisham et al., 1998; Hierholzer et al., 1998;
Palombella et al., 1998).
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Jelijska adhezija
Vaskularna permeabilnost
Inhibicija agregacije trombocita
Neurotransmisija
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Renalne funkcije
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Antioksidant Inhibicija enzima
Inhibicija adhezije leukocita O{te}enje DNA
Za{tita }elije od Lipidna peroksidacija
oksidativnog o{te}enja Smanjenje antioksidativnog

statusa
Pove}ana osetljivost na:
eradijaciju
e reagense za alkilovanje
o toksi~ne metale

Slika 5. Primeri regulatornih, protektivnih i &tetnih biolo3kih efekata azot
monoksida (Wink & Mitchell, 1998a).



2.2.1 Fizioloske uloge NO

U ovom odeljku ukratko ¢emo se osvrnuti na osnovne fiziolo3ke uloge

NO u kardiovaskularnom, imunom i nervnom sistemu.

Uloge NO u vaskularnom sistemu

Furchgott & Zawadzki (1980) su prvi pokazali konstrikciono dejstvo
acetilholina na vaskularne glatke miSic¢e. Faktor odgovoran =za
acetilholin-stimulisanu relaksaciju Je nazvan opusStajué¢i faktor
nastao iz endotela (engl. "Endotel Derived Relaxing Factor" - EDRF).
Mnogobrojna kasnija istraZivanja su pokazala da endotel arterija
oslobada NO, te da Jje EDRF ustvari azot monoksid (Ignarro, 1989a;
Moncada & Higgs, 1993; Arnal et al., 1999). Mehanizam vazodilatornog
dejstva azot monoksida prikazan je na slici 6 (Moncada et al., 1991;
Cannon, 1998).

NEUROTRANSMITER
ILI HORMON

RECEPTOR
ENDOTELNA CELLJA

CELIA GLATKOG MISICA
AZOT MONOKSID

FATEGNUTA
ARTERIJA

Slika 6. Vazodilatorno dejstvo NO: vezivanje neurotransmitera ili hormona za
receptore na endotelnim ¢elijama arterije izaziva sintezu azot monoksida. NO iz
endotela arterija difunduje do ¢elija glatkih misié¢a, vezuje se za guanilat
ciklazu, aktivira je, Sto dovodi do sinteze cGMP. Posle kaskade ¢elijskih reakcija
(zuto-zelene strelice) ¢elije glatkih misSic¢a se opustaju, Sto olakSava protok krvi.



Azot monoksid sprec¢ava adheziju trombocita 1 leukocita za endotel
krvnih sudova, inhibira agregaciju trombocita i indukuje
disocijaciju agregiranih trombocita (Radomski et al., 1996). Visoke
koncentracije azot monoksida inhibiraju proliferaciju ¢elija glatkih
misi¢a 1 mogu indukovati apoptozu (Chung et al., 2001). Nedostatak
azot monoksida izaziva ubrzanu aterogenezu u Zivotinja (Cayatte et
al., 1994; Naruse et al., 1994; Huang et al., 1996).

Uloge NO u imunom sistemu

Jedan od glavnih izvora inducibilne produkcije NO su makrofage.
Povec¢an nivo azot monoksida prati infekcije 1 inflamatorne bolesti
(Cross et al., 1994), autoimune procese (Cross et al., 1994; Tilton

et al., 1994), tumore 1 transplantaciju antigena (Lejeune et al.,

1994; Ioannidis et al., 1995). Azot monoksid je efektor
citotoksic¢nih molekula odgovornih za makrofagama-posredovanu
citotoksi¢nost (Hibbs et al., 1988). Prekomerna produkcija azot
monoksida dovodi do "down" regulacije sistemskog imuniteta u

nosiocima tumora, 1 u zivotinja sa autoimunim i inflamatornim
bolestima (Cowden et al., 1998; Hegardt et al., 2000) . Kako
makrofage mogu modulirati ¢elijsku proliferaciju mitogenih 111
antigen-stimulisanih limfocita, NO se smatra za imunoregulatorni

molekul u ovim sistemima (Mills, 1991; wvan der Veen et al., 2000).

U modelima transplantacije bubrega, povec¢ana koncentracija NO Jje
detektovana za vreme odbacivanja bubrega (Ioannidis et al., 1995;
Worrall et al., 1996). Citokinom aktivirane makrofage odbacenih
bubrega se smatraju glavnim izvorom azot monoksida (Langrehr et al.,
1993). Na ulogu azot monoksida u transplantaciji ukazuje <&injenica
da reakcije odbacivanja mogu biti ublaZene tretiranjem Dbubrega
inhibitorima iNOS ili NO sakupljac¢ima (Worrall et al., 1995; Roza et
al., 2000).

Uloge NO u nervnom sistemu

Eksperimentalni rezultati ukazuju da NO ima ulogu u nekim vrstama
ucenja, kao Sto je prostorno ucenje. Tako su Ohno i saradnici (1993)
pokazali da kod ©pacova kojima Je intrahipokampalno ubrizgan
inhibitor NOS, N-nitro-L-arginin metil estar (L-NAME), dolazi do

poremec¢aja paméenja. Bohme 1 saradnici (1993) su kod pacova



tretiranih N-nitro-L-argininom (L-NARG) =zapazili deficit u pamcé¢enju

prostornih relacija i mirisa (Ho6lscher, et al., 1996).

Uloga nNOS u perifernom ili centralnom nervnom sistemu u mehanizmu
bola nije detaljno okarakterisana, ali na ulogu NO u ovim procesima
ukazuje c¢injenica da bradikinin indukuje vaskularni bol koji slabi u
prisustvu inhibitora nNOS, 1ili u prisustvu nespecifiénih inhibitora
guanilat ciklaze (Holthusen & Ding, 1997).

2.2.2 Uloge NO u patofizioloskim procesima

Azot monoksid se povezuje sa nizom patoloskih stanja. MoZe se reci
da danas svaka grana medicine istrazuje ulogu NO u svakom tkivu 1
organu (Wink et al., 1996). Za neka patoloska stanja, kao na primer
kod kardiovaskularnih poremec¢aja, karakteristicna je smanjena
produkcija NO, dok Jje povec¢ana kod bolesti kao Sto su artritis,
kancer, dijabetes, razni neuroloski poremec¢aji 1 neurodegenerativna
oboljenja, kao Sto su Parkinsonova, Alchajmerova bolest i
amiotroficna lateralna skleroza (Lipton, 1999; Urushitani &
Shimohama, 2001; Leong et al., 2002).

Poznato je da svaki kardiovaskularni faktor rizika - hipertenzija,
diabetes, hiper-lipidemija, puSenje - moZe dovesti do smanjenja
bazalne 1li stimulisane NO posredovane vazodilatacije (Vallance &
Chan, 2001) . Mehanizmi redukcije produkcije azot monoksida u
kardiovaskularnim bolestima nisu sasvim Jjasni. Pretpostavlja se da
do ovog dolazi usled nedostataka kofaktora eNOS, tetrahidro-
biopterina, i/ili wusled povec¢anja koncentracije nekog od endogenih
inhibitora NOS (Katusic, 2001). Do smanjenja nivoa NO u krvnim
sudovima moZe doc¢i 1 zbog osStec¢enja endotela u uslovima oksidativnog

stresa (Cai & Harrison, 2000).

Smanjenje aktivnosti 1iNOS u imunom sistemu dovodi do povecanija
osetljivosti sistema na infekciju, a moze 1 da S8titi <¢elije od
negativnih efekata pojedinih tipova inflamatornih bolesti
(MacMicking et al., 1995; Wei et al., 1995).

Najvise dokaza za ulogu nNOS u patofiziologiji neuroloskih oboljenija
prikupljeno je za poremecaje funkcija perifernog nervnog sistema
(Vanderwinden et al., 1992). Tako je primecé¢eno da je produkcija azot
monoksida smanjena u perifernim neuronima dijabetic¢nih pacijenata,

Sto pretpostavlja se, doprinosi gastrointestinalnoj, erektilnoj i



vaskularnoj disfunkciji kod ovih pacijenata (Vallance, 2003) .
Smanjena aktivnost nNOS, wusled genetskih promena u strukturi,

primec¢ena je kod infantilne stenoze pilorisa (Chung et al., 1990).

Postoje dokazi o indukciji iNOS u pacijenata sa sepsom (Annane et
al., 2000). Tako, indukcija iNOS u vaskularnom sistemu predstavlja
osnovni mehanizam vaskularnog kolapsa u septiénom Soku (Vallance &
Moncada, 1993; Rees, 1995). Indukcija 1iNOS ©predstavlja vazZan
patogeni mehanizam u reumatoidnom artritisu, kao i u astmi (Barnes,
1995), oSte¢enjima koZe (Bruch-Gerharz et al., 1998), 1 u nekim
tipovima degenerativnih inflamatornih Dbolesti CNS. Indukcija iNOS
kod coveka je vaZan odbrambeni mehanizam u malariji (Kun et al.,
2001), a verovatno i u drugim infekcijama odredenih organa, kao 3sto

su na primer infekcije genitourinarnog trakta (Vallance, 2003).

Uloga NO u neurodegenerativnim bolestima

Patogeneza neurodegenerativnih Dbolesti, kao &to su Parkinsonova,
Alchajmerova, multipla skleroza 1 amiotrofiéna lateralna skleroza,
ukljucuje 1 poremec¢aj funkcije mitohondrija 1 oksidativni stres
(Stewart & Heales, 2003). Sve je vise dokaza koji ukazuju na ulogu
ekscitotoksiénosti, koja nastaje kao posledica preterane aktivnosti
NMDA-receptora u mehanizmima d¢elijske smrti i kod akutnih 1 kod
hroniénih neuroloskih bolesti (Shulz et al., 1995; Nelson et al.,
2003) . Aktivacija NMDA receptora dovodi do povecéane koncentracije
intrac¢elijskog kalcijuma, Sto ima za posledicu aktiviranje nNOS
(Odeljak 2.1.1). ©Nastali NO reaguje sa ¢elijskim konstituentima
(Odeljak 2.3 1 2.4) Sto moZe da dovede do inhibicije enzima,
ostec¢enja DNK, smanjenja nivoa GSH, te do nastajanja izuzetno
reaktivnog peroksinitrita. U neurodegenerativnim bolestima ekscito-
toksicnost se razvija sporo, ¢ak tokom nekoliko godina. Spora
ekscitotoksid¢nost moZe nastati kao posledica defekta u energetskom
metabolizmu, wusled poremec¢aja funkcije mitohondrija. Nemoguénost
ocuvanija nivoa ATP-a u ¢eliji moze dovesti do delimicne
depolarizacije membrane neurona koja ne moZe da se repolarizuije
nakon aktivacije receptora. Ovo dovodi do odvajanja voltaZno-
zavisnog Mg?" bloka NMDA receptora i neprekidne aktivacije receptora
prisutnim glutamatom, Sto ima za posledicu povecanje nivoa kalcijuma
u ¢eliji. Povec¢ani nivo kalcijuma u ¢eliji moze izazvati niz Stetnih
procesa u ¢eliji, ukljucujuéi i aktivaciju nNOS (Slika 7) (Shulz et
al., 1995; Lodish et al., 1999; Nelson et al., 2003).
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Slika 7. NMDA receptor zavisna kaskada ¢elijske smrti. (a) ATP koji nastaje u
mitohondrijama koristi se u jonskim pumpama koje proizvode i odrzavaju napon 1
gradijent jona u membrani neurona, S$to odrZava bazalni potencijal. Koncentracija
kalcijuma u citoplazmi se odrZava na nekoliko puta niZem nivou u odnosu na
koncentraciju izvan ¢elije pomoéu ATP-aza, koje mehanizmom aktivnog transporta
izbacuju kalcijum u ekstrac¢elijski prostor ili u intrac¢elijske organele koje cuvaju
kalcijum, kao 35to je endoplazmatiéni retikulum (ER). (b) Ekscitotoksicnost moze
nastati kao posledica defekta u energetskom metabolizmu. Nedostatak ATP-a dovodi do
depolarizacije membrane, posle cega sledi odvajanje voltazno-zavisnog Mg2+ bloka
NMDA receptora Sto dovodi do influksa ca’* i Na'. Povecanje koncentracije kalcijuma
izaziva aktivaciju kalcijum-zavisnih enzima wukljuc¢ujuéi 1 nNOS, Sto dovodi do
povecane sinteze NO. NO moZe reagovati sa superoksid anjon radikalom pri cemu
nastaje peroksinitrit (ONOO"). Peroksinitrit moZe reagovati sa nizom biomolekula,
moZe produkovati nitronijum Jjone koji mogu nitrovati tirozin, a moZe pri svom
raspadanju dati i reaktivni hidroksilni (OH') radikal (Odeljak 2.4.2) (Schulz et
al., 1995Db).

2.3 Biohemijski mehanizmi dejstva NO

Po vazec¢em modelu azot monoksid slobodno difunduje u bioloskoj
sredini dok ne izreaguje sa nekom od svojih meta (Moncada et al.,
1991; Lancaster, 1994; Chen et al., 1998). Reakcije NO sa centrima
prelaznih metala predstavljaju jedan od osnovnih mehanizama dejstva
NO. Reakcijom sa hemom u guanilat ciklazi NO aktivira ovaj enzim,
Sto ima =za posledicu aktiviranje ovog enzima i sintezu ciklic¢nog
GMP. NO moZe da reaguje 1 sa drugim hemoproteinima, kao i sa jonima
gvozda 1 drugim prelaznim metalima koji se nalaze u aktivnim
centrima proteina, kao i sa takozvanim "slobodnim" gvoZdem.
Rasprostranjeni biohemijski mehanizam dejstva NO predstavlja
S-nitrozovanje (RSNO) SH grupa u odredenim proteinima $to regulise
njihovu aktivnost. Sve Jje vi8e dokaza koji ukazuju da @se
S-nitrozovanije po znacaju moZe porediti sa regulatornim mehanizmom
fosforilacije ©proteina. S-nitrozotioli pored toga predstavljaju
na¢in za odstranjivanje viska NO 1 za njegovo c¢uvanje 1 transport u
bioloSkim sistemima. U uslovima povecane produkcije NO dolazi do
nitrovanja ostataka tirozina u proteinima 1 slobodnog tirozina.

Tako, povec¢ani nivo nitrotirozina predstavlja dokaz o povecano]j



produkciji NO u datoj patofiziologiiji, a doprinos nitrovanja
odredenih proteina datim patofizioloSkim stanjima intenzivno se

izucava.

2.3.1 Reakcije NO sa centrima prelaznih metala u
bioloskim sistemima

Reakcije azot monoksida sa centrima prelaznih metala u biolosSkim
sistemima predstavljaju centralne mehanizme biolo3kog dejstva NO.
Gvozde Jje najzastupljeniji metal u biolodkim sistemima (Halliwell &
Gutteridge, 1999). Reakcije NO sa gvozdem u hemoproteinima
intenzivno su izucavane. Takode je utvrdeno da u bioloSkim sistemima
NO reaguje sa proteinima u kojima gvozde nije vezano u obliku hema,
kao 1 sa takozvanim "slobodnim" gvoZdem. Primeri Dbiochemijskih
efekata reakcije NO sa centrima koji sadrZe gvoZde u bioloSkim
sistemima dati su na slici 8. Reakcije NO sa proteinima koji u
aktivnom centru sadrZe druge jone prelaznih metala, i koji takode

predstavljaju potencijalne mete za NO, mnogo su manje izucavane.

[ Oksidacija metala Fe-nitrozil kompleksi

Potro{nja NO
MetHb Aktivacija guanilat ciklaze

HbO,

Redukcija metala | -

NO T Aktivacija hemoksigenaze

r» Fe=0 \

Reverzibilna inhibicija citohroma P450

Fe(Ih Reverzibilna inhibicija citohrom ¢ oksidaze
Spre~ava N
oksidativni stres Inhibicija katalaze

Vezivanje IRP

Slika 8. Primeri biohemijskih efekata reakcije NO sa centrima koji sadrZe gvozde u
bioloskim sistemima (Radi, 1996).

U ovom odeljku prvo ¢emo ukratko prikazati reakcije NO sa centrima
koji sadrZze gvozde, pri cemu ¢emo se posebno osvrnuti na "slobodno"
gvozde 1 njegove reakcije sa NO, Jjer Jje to bio jedan od predmeta
izu¢avanja u ovom radu. Potom ¢emo se ukratko osvrnuti na mangan
superoksid dismutazu (MnSOD), koja takode predstavlja potencijalnu
metu za NO, Sto Je bio jo3d jedan od predmeta istrazivanja u ovom

radu.



2.3.1.1 Reakcije NO sa proteinima koji sadrze hem

Azot monoksid ima jedinstvenu osobinu da brzo reaguje sa oba, Fe?" i
Fe’" oblika hemoproteina (Wink & Mitchell, 1998a). Reakcija NO sa Fe?"
u hemu Jje brza (k=10" M's™?) od reakcije sa Fe’ oblikom (k=10°-10'
M!'s™) (Sharma et al., 1987). Jednom nagraden, hem-nitrozil kompleks
sporo disosuje, pri &emu je disocijacija Fe’’-hem nitrozil kompleksa
brza od disoscijacije Fe”’'-hem kompleksa (Traylor & Sharma, 1992). NO
reaguje brZe sa hemoproteinima kao Sto su hemoglobin, mioglobin 1
katalaza, u kojima Jje Sesto koordinaciono mesto u hemu slobodno, u
odnosu na hemoproteine, kao 3to je citohrom ¢, u kojima su zauzeta
sva koordinaciona mesta i kod kojih vezivanje NO zahteva oslobadanje
jednog liganda. Zbog svega navedenog smatra se da su intrac¢elijski

hemoproteini jedna od primarnih meta za NO in vivo.

Od hemoproteina ¢ije su reakcije sa NO izucdavane na prvom mestu
treba pomenuti guanilat «ciklazu, kljuc¢ni enzim u ispoljavanju
bioloske funkcije NO (Odeljak 2.2.1). Guanilat ciklaza moZe da se
izoluje u obliku sa 1 bez hema, ali samo oblik koji sadrZi hem
vezuje NO i poseduje sposobnost da katalizuje sintezu cGMP iz GTP,
koji dalje deluje na ciljne molekule: cGMP-zavisne protein kinaze,
cikliéne nukleotidne kanale 1 fosfodiesteraze (Ignarro, 1990;
Moncada et al., 1991; Beck et al., 1999).

Azot monoksid se reversibilno vezuje za hem u katalazi 1 tako
inhibira njenu aktivnost (Brown, 1995). Azot monoksid reaguje sa
citohrom P450 1 citohrom c¢ oksidazom (Wink et al., 1993; Wink &
Mitchell, 1998a). Reverzibilno vezivanje azot monoksida =za hem u
citohrom P450 sprec¢ava vezivanje kiseonika 1 monooksigenaznu
aktivnost enzima (Wink et al., 1993; Stadler et al., 1994). Slican
inhibitorni mehanizam nastaje vezivanjem NO za Sesto koordinativno
mesto hema u citohrom c¢ oksidazi (Wink et al., 1993; Stadler et al.,
1994), sSto (pri malom parcijalnom pritisku kiseonika) ima za
posledicu inhibiranje transporta elektrona u mitohondrijama (Cassina
& Radi, 1996).

Detaljno poznavanje odnosa strukture i funkcije hemoglobina i
mioglobina u¢inili su ova dva molekula idealnim model-sistemima =za
izucavanije reakcije NO sa hemoproteinima. Hemoglobin (Hb),
oksihemoglobin (HbO,) 1 methemoglobin (metHb) pokazuju razlicdite
afinitete i reaktivnosti u odnosu na NO. Azot monoksid reaguje sa

redukovanim hemoglobinom 5-10 DbrZe od kiseonika, a u odsustvu



kiseonika afinitet NO za hemoglobin je 1500 puta veé¢i od afiniteta
CO (Sharma et al., 1987; Kelm & Yoshida, 1996).

Reakcijom NO sa Hb (pod striktno anaerobnim uslovima), nastaje HbLNO

(Reakcija 1). HbNO mozZze da prede u metHb, pri cCemu se NO redukuje u
nitroksil (NO7) (Reakcije 2 i 3). Reakcijom NO sa HbO, nastaje metHb
i nitrat (Reakcija 4). Ove reakcije se odvijaju u eritrocitima, a

udeo svake od njih zavisié¢e od odnosa oksiHb 1 Hb. Reakcijom NO sa
methemoglobinom (Hb’"), dolazi do redukcije Fe’ iz metHb u Fe?", te
do oksidacije NO u nitrozonijum jon (NO') (Reakcija 5). Hidrolizom
ovog kompleksa nastaje nitrit (Reakcija 6), a transferom NO' na SH
grupu 1z ostatka cisteina (-93 nastaje S-nitrozotiol SNO-Hb
(Reakcija 7) (Jia et al., 1996; Kelm & Yoshida, 1996).

Hb + NO ,, HbNO
HbNO — Hb**NO~
Hb’*NO~ — metHb + NO~ Reakcija

(Reakcija 1)
( 2)
( 3)
HbO, + NO — metHb (Hb’") + NO;~ (Reakcija 4)
( 5)
( 6)
( 7)

Reakcija

Hb*" + NO ,, [Hb’"...NO] — Hb**—NO"
Hb?*—NO* + H,0 — Hb’" + NO,” + 2H'
Hb?*—NO" + RS~ — Hb’" + SNO-Hb

Reakcija
Reakcija

Reakcija

Reakcijom metHb, metMb i nekih citohroma sa vodonik peroksidom
nastaje feril w katjon radikal (HP-Fe’") (Reakcija 8). Azot monoksid
moZe da redukuje ova]j radikal (Reakcija 9), Sto predstavlja jedan od
mehanizama anti-oksidativne zaStite NO (Kanner et al., 1991; Wink &
Mitchell, 1998a).

HP-Fe*' + H,0, — -‘HP'-Fe?'=0 + H,0 (Reakcija 8)
HP'-Fe?=0 + NO — HP-Fe’" +NO,” (Reakcija 9)

2.3.1.2 Reakcija NO sa gvozdem koje nije u hemu:
dinitrozil kompleksi gvozda

Pored hemoproteina, u bioloskim sistemima se nalaze i proteini koji
sadrZe Jjone gvozda C¢vrsto vezane u aktivnom centru u obliku
kompleksa u kojima ucestvuju Dboc¢ni ostaci cisteina 1 histidina
(Lancaster & Hibbs, 1990; Pellat et al., 1990; Drapier et al., 1991;
Crichton & Ward, 1992). Za razliku od ovog, c¢&vrsto vezanog gvozZda,
jedan (mali) deo (3-5%) jona gvozda u bioloSkim sistemima se mozZe
ekstrahovati pomoc¢u helatnih agenasa 1 zato se naziva "slobodno"
gvozde (Halliwell & Gutteridge, 1999; Kruszewski, 2003). Na osnovu



karakteristi¢nih EPR spektara pokazano je da NO reaguje sa gvozZdem u
proteinima i sa "slobodnim" gvozdem u biolosSkim sistemima dajuci
dinitrozil (DNIC) komplekse (od engl. dinitrosyl iron complex). U
ovom odeljku ¢emo se ukratko osvrnuti, prvo na "slobodno" gvozZde u
bioloskim sistemima, a potom na biohemijske aspekte DNIC, dok ¢e o

hemijskim aspektima ovih kompleksa biti vise rec¢i u Odeljku 2.4.3.1.

"Slobodno" gvozde u biolosSkim sistemima

"Slobodno" gvozde obuhvata jone Fe’* i Fe® koji se nalaze u
nestabilnim kompleksima sa ligandima male molekulske mase, 1ili su
labilno vezani za proteine (Kakhlon & Cabantchik, 2002; Petrat et
al., 2002). Smatra se da Jje mokrac¢na kiselina jedan od najvaznijih
liganada za "slobodno" gvoZde u bioloskim sistemima (Davies et al.,
1986; Halliwel & Gutteridge, 1999). Vrednosti za "slobodno" gvoZde u
pojedinim <¢elijama, organelama 1 telesnim tecnostima date su u
tabeli 1. Nivo "slobodnog" gvoZda se povecava u nekim oboljenjima,
kao 1 u uslovima oksidativnog stresa (Halliwell & Gutteridge, 1999).
Na slici 9 su prikazane promene u koncentraciji gvozda u mozgu
pacijenata obolelih od raznih neuroloskih 1 neurodegenerativnih

oboljenja.

Tabela 1. SadrZzaj "slobodnog" gvozda u pojedinim ¢elijama, organelama i telesnim
tec¢nostima.

"Slobodno"

gvozde (uM) Referenca
Mijeloidne ¢elije 0,9 - 2,1 Epsztejn et al., 1997
Humani limfociti 0,71 £ 0,85 Gackowski et al., 2002
Hepatociti pacova 5,0+ 2,0 Petrat et al., 2001
Jedro hepatocita pacova 6,6 £ 2,9 Petrat et al., 2001
Jedro endotelnih ¢elija pacova 11,8 £ 3,9 Lai et al., 1996
Mitohondrije hepatocita pacova 4,8 + 2,3 Petrat et al., 2001
Mitohondrije endotelnih ¢elija pacova 9,2 £ 2,7 Petrat et al., 2001
Endozomi/Lizozomi 15,8 £ 4,1 Lipinski et al., 2000
Humani znoj 4,6 £ 3,0 Gutteridge et al., 1985
Pljuvacka 6,61 £ 2,35 Skurk et al., 1974
Zeluda&ni sok 2,75 + 1,24 Wynter & Williams, 1974
Zué 15 + 11 Green et al., 1968
Sinovijalna tecnost 5,19 = 5,12 Niedermeier & Griggs, 1971
Cerebrospinalna tecénost 0,8 £ 0,4 Bleijenberg et al., 1971
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Slika 9. Sematski prikaz mozga sa regionima gde postoji promena u koncentraciji
gvozda 1 proteina koji sadrze gvozde u raznim neuroloSkim 1 neurodegenerativnim
bolestima. Skrac¢enice: AD (Alchajmerova bolest), Cr (Ceruloplazmin), DMT1
(divalentni metal transporter 1), FRDA (Fridrihiva ataksia), FRT (Feritin), FRTR
(Feritin receptor), HD (Huntingtonova bolest), IRP (gvoZde regulatorni proteini),
Lf (Laktoferin), LfR (Laktoferin receptor), MS (Multipla skleroza), MTP1 (metal

transporter protein), PD (Parkinsonova bolest), RLS (Restlesov sindrom), Tf
(Transferin), TfR (Transferin receptor) (Thompson et al., 2001).

"Slobodno" gvozde predstavlja izvor Jjona gvozda za Fentonovu
reakciju (Halliwell & Gutteridge, 1999): reakcijom sa H,0, Fe*

katalizuje nastajanje vrlo reaktivnog hidroksil radikala (Reakcija
10) . Oksidovani metal se redukuje ¢elijskim reduktivnim
ekvivalentima, kao 3to je superoksid anjon radikal (0, "), (Reakcija
11) . Ukupna reakcija, koja se naziva Haber-Weiss reakcija (Reakcija

12), odigrava se i bez prisustva jona gvozda, ali znatno sporije.

Fe?' + H,0, > Fe’" + OH + «0OH (Reakcija 10)
Fe’ + 0, — Fe?" + 0, (Reakcija 11)
H202 + Oz._ — OH™ + «OH + OZ (Reakcija 12)

Hidroksilni radikal reaguje sa ¢elijskim komponentama (DNK, RNK,
proteini), Sto dovodi do njihovog oSteéenja (Henle et al., 1996;
McCord 1998; Emerit et al., 2001). Centralni nervni sistem e
naroc¢ito pogodan za oStec¢enja izazvana reaktivnim kiseoniénim
vrstama (Hazel & Williams, 1990; Benzi & Moretti, 1995; Cooper,
1997). Mnoga istraZivanja ukazuju na znacaj oksidativnih ostecé¢enja u
neurodegenerativnim bolestima, kao i na ulogu redoks-aktivnog gvoZda

u ovim procesima (Sayre et al., 1999).



Dinitrozil kompleksi gvoZda (DNIC) u bioloskim sistemima

Dinitrozil kompleksi gvozda tipa Fe (I) (NO),(RS7), (Slika 10)
detektovani su primenom EPR tehnike u uslovima povec¢ane produkcije
NO u mnogim biolosSkim sistemima kao Sto su: makrofage, tumori,
¢elije jetre, ¢elije glatkih misic¢a i pankreasa (Vithayathil et al.,
1965; Henry et al., 1991; Henry & Singel, 1996; Shergill et al.,
1996; Singel & Lancaster, 1996; Henry et al., 1997; Kim et al.,
2000) . Tiolni 1ligandi u ovim kompleksima poti¢u iz SH grupa
proteina, 3to je zakljucdeno na osnovu slic¢nosti ovih EPR spektara sa
EPR spektrima paramagnetié¢nih DNIC sa tiolnim ligandima male
molekulske mase (cistein, GSH), dobijenih u zamrznutom stanju. Pored
SH grupa 1 ostaci histidina u proteinima mogu da ucestvuju kao
ligandi u DNIC kompleksima (Singel & Lancaster, 1996).

NO

Fe
R\ ""NO
RS

Slika 10. Struktura paramagneti&nog DNIC sa tiolima, Fe(I) (NO),(RS"), kompleksa.

Pored DNIC sa proteinima koji sadrZe gvozde u aktivnom mestu, u
bioloSkim sistemima su detektovani 1 DNIC sa "slobodnim" gvozZdem
(Gorbunov et al., 1997; Sergent et al., 1997; Kim et al., 2000;
Kagan et al., 2001; Vanin et al., 2001) i tiolima male molekulske
mase (Vanin, 1998). U nekim biolos3kim sistemima "slobodno" gvozde
predstavlja glavni izvor DNIC kompleksa (Kim et al., 2000; Alencar
et al., 2003).

Detektovanje DNIC u bioloskim sistemima moZe da sluzi kao monitor
produkcije azot monoksida, posebno u uslovima njegove povecane
produkcije, do koje dolazi nakon izlaganja bioloskog sistema
odredenim stimulansima (Singel & Lancaster, 1996). Medutim, na
osnovu Cinjenice da se DNIC kompleksi tako c¢esto javljaju u
bioloSkim sistemima izlozZzenim NO, mozZe se pretpostaviti da oni mogu

imati i1 znacajne bioloSke funkcije. Pomenuc¢emo neke od njih.

DNIC vezani za proteine su mnogo stabilniji od DNIC male molekulske
mase (Odeljak 2.4.3.1). Tako je predloZeno da NO, koji nastaje ili
deluje u vaskularnim ¢elijama, moze da se stabilizuje 1 cduva u

obliku proteinskog DNIC, iz kojeg dejstvom intra- i ekstrac¢elijskih



tiola oslobada u obliku DNIC male molekulske mase (Mulsch et al.,
1991; Mulsch, 1994; Muller et al., 1996; Vanin, 1998; Muller et al.,
2002) .

NO grupe u DNIC male molekulske mase imaju karakter nitrozonijum
(NO*) jona koji mogu da S-nitroziluju tiolna jedinjenja, pri cemu
nastaju S-nitrozotioli (RSNO) (Odeljak 2.3.2). PredloZeno Je da
medusobna transformacija DNIC kompleksa 1 RSNO, koja je regulisana
nivoom gvozda, tiola 1 NO, omoguéuje transport NO u c¢elijama 1
tkivima (Vanin, 1998). ©Najnovija distraZivanja pokazuju da DNIC
nastali iz "slobodnog" gvozda imaju sposobnost da izvrse
S-nitrozovanije odredenih proteina, kao 3to su kaspaze, 3$to inhibira

NO-posredovanu apoptozu (Kim et al., 2000).

Nastajanije DNIC kompleksa sa "slobodnim" gvozdem sprecava
kataliticke prooksidativne reakcije "slobodnog" gvozda, Sto
predstavlja jedan od anti-oksidativnih mehanizama NO (Gorbunov et
al., 1997; Sergent et al., 1997; Kagan et al., 2001; Vanin et al.,
2001) .

2.3.1.3 MnSOD: osvrt na strukturu, funkciju 1
potencijalnu ulogu u metabolizmu NO

Superoksid anjon radikal (0,7) nastaje kao sporedni proizvod u
normalnom aerobnom metabolizmu, a njegova produkcija mozZe biti
povec¢ana u raznim patoloskim stanjima. Uloga enzima superoksid
dismutaze (SOD), Jje da katalizuje disproporcionisanje superoksid
anjon radikala u kiseonik 1 wvodonik peroksid (Reakcija 13)
(Fridovich, 1983; Fridovich, 1986).

20,”” 4+ 2H" = 0, + H,0, (Reakcija 13)

Postoje tri osnovna tipa superoksid dismutaza: Cu/Zn-superoksid
dismutaza, koja se primarno Jjavlja u eukariotama, FeSOD koja se
javlja u prokariotama 1 MnSOD koja se nalazi u prokariotama i u
mitohondrijama eukariota (Beyer et al., 1991) . Najvec¢i  deo
superoksid anjon radikala nastaje u mitohondrijama, tako da MnSOD
ima kljuénu ulogu u detoksifikaciji ¢elije od ove reaktivne vrste
(Turrens et al., 1982; Boveris, 1984). Znacaj MnSOD se vidi iz
eksperimenata sa pacovima u kojima je pokazano da je MnSOD, za
razliku od Cu/zZnSOD, neophodna za Zivot. Nedostatak Cu/ZnSOD je

izazivao poremec¢aje samo u sluc¢aju traumatskih oStecenja, dok u



odsustvu MnSOD pacovi nisu mogli da prezive duZe od tri nedelje (Li
et al., 1995; Reaume et al., 1996). U eksperimentima sa pacovima je
takode pokazano da smanjena aktivnost MnSOD dovodi do patoloskih
promena u nizu organa, kao Sto je oStec¢enje miokarda, masna Jjetra 1
anemija, kao 1 do lipidne peroksidacije 1 oStec¢enja mitohondrija
(Melov et al., 1999).

FesSOD (E.coli) Jje konstitutivni enzim, dok Jje ekspresija MnSOD
(E.coli) inducibilna i nastaje kao odgovor na oksidativni stres
(Hopkin et al., 1992). MnSOD iz raznih organizama, kao i MnSOD i
FeSOD iz prokariota su strukturni homolozi, sasvim razlicite
strukture od enzima Cu/ZnSOD (Tainer et al., 1982). MnSOD i FeSOD iz
E.coll pokazuju 45% identi¢nu aminokiselinsku sekvencu (Slika 11).
FesoD (P.lelognathi) pokazuje 74% identidénu sekvencu sa FeSOD
(E.coli), a 40% sa MnSOD (E.coli) (Parker & Blake, 1988). Enzim je
stabilan u intervalu pH od 6 do 10, isto kao i FeSOD (E.coli)
(Lavelle et al., 1977).
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Slika 11. Poredenje sekvenci MnSOD (E.coli) i FeSoD (E.coli). Konzervativni delovi
sekvence su zatamnjeni (Edwards et al., 1998).

MnSOD i FeSOD (E.coll) su homodimeri sli¢ne trodimenzionalne strukture
(Slika 12). Relativna molekulska masa subjedinice iznosi 21100 Da
(FeSOD) 1 22900 Da (MnSOD). Znacajna razlika u strukturi izmedu
MnSOD i FeSOD (E.coli) moZe se zapaziti u brazdi izmedu monomera
(Slika 12). PovrsSina ove Dbrazde u MnSOD Jje komplementarna sa

povrSinom dvostrukog heliksa DNK. Konstanta vezivanja MnSOD za
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dezoksioligonukleotide vec¢a je ~ 200 puta od konstante vezivanja za
FeSOD. Zato se pretpostavlja da Je funkcija MnSOD da Stiti DNK u
E.coli od oksidativnih oStec¢enja (Edwards et al., 1998).

(a)

Slika 12. Poredenje povrdina 1 interakcija izmedu E.coli FeSOD i MnSOD. (a)
Sekundarna struktura MnSOD sa orijentacijom subjedinica. Cetiri ekstra regiona u
odnosu na FeSOD su obojena tamno plavom bojom. (b) model ispunjenih sfera MnSOD.
(c) model ispunjenih sfera FeSOD preklopljen sa modelom MnSOD. Cetiri ekstra

regiona prisutnih u MnSOD (obojena crno) su prikazana kao c, niz ispupcen na svakoj
strani brazde dimera (Edwards et al., 1998).

Humana MnSOD je homotetramer (96 KDa). Struktura Jjedne subjedinice
prikazana je na slici 13. Tetramerna forma stabilizuje konformaciju
heliksa koji sadrze histidinske ostatke (His26 1 His74) koji se
nalaze u blizini aktivnog mesta enzima (Slika 14). Disocijacija u
dimere ¢ini ove helikse mobilnijim, pri &emu se naruSava geometrija

liganada 1 smanjuje aktivnost enzima (Borgstahl et al., 1996).

v

Cys140

Slika 13. Trodimenziona struktura subjedinice humane MnSOD iz mitohondrija.
Aminokiselinski ostatak Cysl40 obojen je zuto, Tyr34 sivo, a jon mangana ljubicasto
(Slika je dobijena PC programom "DS Viewer Pro 5" od podataka iz baze "SwissPDB").
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MnSOD i FeSOD imaju slic¢na aktivna mesta, u kojima je metalni Jjon
koordinovan sa bo¢nim ostacima histidina i asparaginske kiseline (3

His 1 1 Asp), u obliku trigonalne bipiramide (Slika 14).

i@.\mmu
Glnldo rpl28

A

Gilnby  C3

T84

Slika 14. Prikaz aktivnog centra MnSOD (E.coli) i FeSOD (E.coli). Struktura FeSOD
(E.coli) Jje nacrtana belim, a struktura MnSOD (E.coli) tamnim linijama. Atomi
kiseonika su obojeni crvenom, a azota plavom bojom (Edwards et al., 1998).

Katalitic¢ki mehanizam dismutacije superoksid anjon radikala (Slika
15) ukljucuje smenjivanje oksidacionog stanja metalnog Jjona izmedu
3+ i 2+ stanja (Lavelle et al., 1977; McAdam et al., 1977).

OH OH
O(ASH) NGO O(Asp)
(HiON——Me®* _tO e
\N(His) 0=0"" ‘ \N(His)
N(His) N(His)
H,0,, OH'> H0
Hzo 02, OH"
OH, OH,
(His)N ", l.,.O(Asp) O(Asp)
el ox” +0," . 2+
Me -2 (H®N Me
o=0"" \N(His) ‘ \N(His)
N (His) N(His)
Slika 15. Mehanizam dismutacije O," enzimima MnSOD i FeSOD (Lah et al., 1995).
M 2+, 3+ ~ 24,3+ . 24,3+
e oznacava Fe ili Mn .



Sve Jje vise dokaza koji ukazuju na prisustvo NO u mitohondrijama.
Mitohondrije se nalaze 1-2 mikrona udaljene od ¢elija endotela, tako
da se moZe pretpostaviti da NO, koji nastaje u ¢elijama endotela
(Odeljak 2.2.1), moZe da difunduje do mitohondrija. Pored toga,
imunohemijskim tehnikama detektovana je NOS u mitohondrijama
(mtNOS). Smatra se da NO, koji nastaje kao rezultat aktivnosti
mtNOS, modulira metabolizam i proizvodnju slobodnih radikala u

mitohondrijama (MacMillan-Crow & Crow, 2001).

U uslovima povecane produkcije NO pokazano je da NO reaguje sa nizom
enzima iz respiratornog lanca koji sadrZe gvozde u aktivnom mestu,
daju¢i DNIC komplekse, Sto ima za posledicu smanjenje njihove
aktivnosti (Henry & Singel, 1996). In vitro ispitivanja na humanoj
rekombinantnoj MnSOD su pokazala da NO izaziva neznatno smanjenje
njene aktivnosti, dok peroksinitrit koji moZe da nastane u reakciji
NO i superoksid anjon radikala (Odeljak 2.4.2) izaziva nitrovanje i
oksidaciju (u ditirozin) ostataka tirozina (Odeljak 2.4.4), Sto ima

za posledicu agregiranije 1 inaktiviranje enzima (MacMillan-Crow et

al., 1998). Primec¢eno je da se najbrZze nitruje ostatak Tyr34 koji se
nalazi u blizini aktivnog centra enzima (5A wudaljen od Jjona
mangana) . Sli¢ni efekti peroksinitrita prime¢eni su i1 u odnosu na

E.coli MnSOD (Ischiropoulos et al., 1992; Yamakura et al., 1998;
Quijano et al., 2001).

Agregacija, nitrovanje 1 inaktivacija MnSOD nadena Jje u raznim
oboljenjima za koja je karakteristic¢an oksidativni stres 1 povecana
produkcija  NO (MacMillan-Crow & Cruthirds, 2001) . Smanjenje
aktivnosti MnSOD moze naruditi energetski metabolizam u
mitohondrijama (Radi et al., 1994) i inicirati apoptotic¢nu ¢elijsku
smrt (Ghafourifar et al., 1999; Friedlander, 2003). Na osnovu napred
opisanih rezultata in vitro eksperimenata, pretpostavlja se da
peroksinitrit izaziva navedene modifikacije 1 pri in vivo uslovima
(MacMillan-Crow & Cruthirds, 2001).

2.3.2 S-nitrozilovanije

S-nitrozilovanje 1li S-nitrozovanje predstavlja hemijsku reakciju
transfera NO' ekvivalenata (Odeljak 2.4.3.2) na slobodne -SH grupe u
molekulima proteina ili tiola male molekulske mase, pri Cemu nastaju
nitrozotioli (RSNO). Sinteza i svojstva nitrozotiola, reakcije koje

vode do nastajanja NO' vrsta, kao i reakcije u kojima NO grupa



prelazi sa jednih na druge tiole (transnitrozovanje) intenzivno se
izuc¢avaju (Odeljak 2.4.3.2).

Kako se postiZe specifié¢nost S-nitrozilovanja proteina nije jos uvek
sasvim jasno. Na osnovu pretrazivanja velike baze podataka predloZen
je koncenzus motiv XYCZ, gde je X: Gly, Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn 1ili
Gln, Y: Lys, Arg, His, Asp 1li Glu, a Z: Asp 1ili Glu (Stamler et
al., 1997). Specific¢nost S-nitrozilovanja proteina moZe se postic¢i i
sub¢elijskom lokacijom NOS, koje mogu biti u blizini potencijalne
mete, kao 1 lokalnom hemijskom okolinom datog proteina (na primer
lokalna koncentracija NO i molekula, kao Sto Jje 0,7, koji mogu da
reaguju sa NO dajué¢i RNOS, prisustvo hemoproteina i drugih centara

prelaznih metala) (Davis et al., 2001).

S-nitrozilovanije i denitrozovanije moze da indukuje promenu
konformacije molekula proteina 1i/ili pristup supstratu, Sto se
smatra za osnov regulatornog mehanizma ove kovalentne modifikacije
(Stamler, 1994; Eiserich et al., 1998; Stamler et al., 2001).

Smatra se da Jje S-nitrozilovanje $Siroko rasprostranjena post-
translaciona modifikacija, te da ima niz zajednickih osobina sa
fosforilacijom (Broillet, 1999). Fosforilacija predstavlja
kovalentno vezivanje fosfata za aminokiselinske ostatke serina,
treoinina 1ili tirozina, dok S-nitrozilovanje predstavlja kovalentno
vezivanje NO za SH grupe proteina. S-nitrozovanje odredenih SH grupa
u molekulu proteina moze predstavljati redoks signal, ili moze,
reakcijom trans-nitrozovanja, do¢i do transfera NO na -SH grupe
drugih proteina u datom signalnom putu. Proteini <¢ija se aktivnost
regulise ovim modifikacijama mogu u oba slucaja biti prekidac¢i, ili
komponente kompleksnih signalnih puteva. To mogu biti enzimi, G
proteini, transkripcioni faktori, transporteri 1 Jjonski kanali
(Slika 16).
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Slika 16. Primeri proteina ¢ija je aktivnost regulisana S-nitrozilovanjem. Jednom
nastala nitrozilujuca (NO") vrsta moze da aktivira S-nitrozilovanjem niz proteina,
bilo direktno, ili trans-nitrozilovanjem, pomo¢u nastalih nitrozotiola (RSNO)
(Broillet, 1999).

Pomenimo da S-nitrozilovanje odredenih -SH grupa u NMDA receptoru
smanjuje aktivnost receptora, Sto ima protektivnu ulogu u NMDA-
indukovanoj citotoksic¢nosti (Odeljak 2.2.2) (Lipton et al., 1993).
S-nitrozovanije kaspaze smanjuje aktivnost enzima i sprecava
apoptotic¢nu smrt <¢elije (Khan et al., 1997; Kim et al., 1997;
Mannick et al., 1997). S druge strane, S-nitrozilovanje kompleksa I
u mitohondrijama inhibira ¢elijsko disanje (Clementi et al., 1998).
S-nitrozilovanjem se reguliSe 1 aktivnost kalcijumovih kanala
(Campbell et al., 1996; Hu et al., 1997; Stoyanovsky et al., 1997;
Xu et al., 1998). Mali GTP-vezujuéi protein p2l1*° se takode aktivira
S-nitrozilovanjem, 3to dovodi do modulacije MAP kinazne kaskade

(Lander et al., 1996) 1 ¢elijskog specifi¢nog odgovora apoptoze

(Beck et al., 1999). S-nitrozilovanje uclestvuje u transdukciji
signala 1 u prokariotama. Tako, analogno oksidativnom stresu,
nitrozativni stres u E.colil aktivira S-nitrozilovanjem

transkripcionog faktora OxyR, (Hausladen et al., 1996).

NajvisSe zastupljeni S-nitrozilovani protein do sada detektovan e
S-nitrozoalbumin u plazmi sisara. Ukupna koncentracija RSNO u plazmi
iznosi oko 1 uM, nasuprot koncentraciji slobodnog NO koja iznosi

pribliZ?no samo oko 3 nM. S-nitrozoalbumin iznosi oko 85% od ovog
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pula. Pored S-nitrozoalbumina i S-nitrozilovani tioli male
molekulske mase (Cys-NO i GSNO) su takode detektovani in vivo
(mikromolarne koncentracije GSNO su nadene u humanoj bronhijalnoj
te¢nosti). Smatra se da S-nitrozotioli male molekulske mase imaju
vaznu funkciju u NO-zavisnim fizioloskim procesima, naroc¢ito u
vaskularnom sistemu. Pokazano Jje da veé¢i Dbroj S-nitrozotiola,
ukljucujuéi i GSNO mogu da izazovu vazodilataciju, kao i1 da sprece
agregaciju trombocita (Broillet, 1999). Smatra se da
S-nitrozoalbumin ima funkciju u C¢uvanju azot monoksida, dok
S-nitrozotioli male molekulske mase 1maju vaZnu ulogu u njegovom

transportu (Slika 17).
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Slika 17. Pretpostavljeni metabolizam GSNO u alveolama (Gaston, 1999).

2.3.3 Nitrovanje tirozina in vivo

Ohshima i saradnici (1990a) su prvi detektovali u humanom urinu
slobodni 3-nitrotirozin (NTYR) i njegov  dezaminovani/dekarbo-
ksilovani metabolit 3-nitro-4-hidroksifenilacetat. Interesantno je
napomenuti da Jje humana MnSOD prvi protein u kojem je detektovano
nitrovanje tirozina in vivo (Odeljak 2.3.1.3). Primenom HPLC i
metoda masene spektrometrije, kao i imunohemijskih tehnika baziranih

na specific¢nim antitelima (Ohshima et al., 1990a; Beckman et al.,

1994; Ye et al., 1996) nadena Jje povecana koncentracija
3-nitrotirozina vezanog kod proteinima, kao i slobodnog
3-nitrotirozina u inflamatornih, infektivnih i degenerativnih

procesa, u kojima dolazi do oksidativnog stresa i povecane
produkcije azot monoksida (Tabele 2, 3) (Ischiropoulos, 1998).
Nitrovanje tirozina izazivaju odredene reaktivne vrste NO koje

nastaju u ovim uslovima (Odeljak 2.4.4). Pretpostavlja se da
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slobodni 3-nitrotirozin nastaje proteolitickom degradacijom
nitrovanih proteina, 1/ili nitrovanjem slobodnog tirozina (Odeljak
2.4.4).

Tabela 2. Dpetekcija proteinskog 3-nitrotirozina u humanim i animalnim modelima bolesti.
Humane bolesti Referenca

Ateroskleroza Buttery et al., 1996

Astma Saleh et al., 1998

Idiopatic¢na pulmonarna fibroza Saleh et al., 1997

Amiotrofic¢na lateralna skleroza Abe et al., 1995; Bruijn et al., 1997
Multipla skleroza Basarga et al., 1995

Alchajmerova bolest Good et al., 1996; Smith et al., 1997
Inflamatorne bolesti Singer et al., 1996

Inflamacija miokarda Kooy et al., 1997

Heliobacterium pylori gastritis Ford et al., 1997

Sinovijalna tecnost pacijenata sa artritisom Kaur & Halliwell, 1994

Miozitis Yang et al., 1996

Nekrotiéni enterokolitis Mannick et al., 1996

Parkinsonova bolest Good et al., 1996

Gastricéni kancer Goto et al., 1999

Plazma proteini pusaca Petruzzelli et al., 1997

Hronic¢ni hepatitis Cuzzocrea et al., 1998a

Model pacova

Zymosan indukovana inflamacija Cuzzocrea et al., 1998b

Gvozde indukovani ezofagalni adenokarcinom Goldstein et al., 1998

Ateroskleroza Takagi et al., 1998

Azbestna toksicnost Choe et al., 1998; Tanaka et al., 1997
Deficijencija tiamina Calingasan et al., 1998

Carrageenan indukovana inflamacija

Salvemini et al., 1996; Cuzzocrea et

al., 1998

Hepati¢na ishemija/reperfuzija Liu et al., 1997

Endotoksin indukovana kontraktilna disfunkcija El-Dwairi et al., 1998

skeletnih misica

Cerebralna ishemija/reperfuzija Forman et al., 1998

Antimijeloperoksidaze asocirani glomerulonefritis Wada et al., 1998

Fokalna ishemija Coeroli et al., 1998; Fukuyama et al.,
1998

Miokardijalna ishemija/reperfuzija Bachmaier et al., 1997; Zingarelli et
al., 1997

Miokardijalna inflamacija Bachmaier et al., 1997; Ishiyama et al.,
1997

Post-ishemic¢na cerebralna oStecenja Tanaka et al., 1997

Post-ishemija srca Wang and Zweier, 1996

Cerebralna vazospazma Medele et al., 1996

Autoimuni encefalomijelitis Van der Veen et al., 1997

Autoimuni uveitis Wu et al., 1997

Cerebralna postishemicna oStecenja Tanaka et al, 1997

Renalna hipertenzija Bosse & Bachmann, 1997

Hemoragic¢ni Sok Zingarelli et al., 1997

Retardacija rasta fetusa Miller et al., 1996

Trovanje ugljen monoksidom Ischiropoulos et al., 1996

Ishemic¢na oStecenja pluca Ischiropoulos et al., 1995

Endotoksin posredovano oStec¢enje aorte Szabo et al., 1995

Akutna pulmonarna endotoksemia Wizemann et al., 1994

Model misSa

Toksic¢nost acetominofena Hinson et al., 1998

MPTP indukovana neurodegeneracija

Matthews et al., 1997; Ara et al., 1998

Autoimuni encefalomijelitis Cross et al., 1997; Crow et al., 1997
Hiperholesterolemijom indukovana ateroskleroza Aji et al., 1997

Model RcsX tumora Gal et al., 1997

Autoimuni diabetes Suarez-Pinzon et al., 1997
Influenca virus indukovana pneumonia Akaike et al., 1996
Malonat indukovano neurooStecenje Schulz et al., 1996

ApoE deficijencija Matthews & Beal, 1996
Neurotoksic¢nost 3-nitropropionske kiseline Beal et al., 1995

MPTP indukovana neurotoksicnost Schulz et al., 1995a
Model Zeca

Ishemija/reperfuzija oSteéenja Tan et al., 1998
Nisko-frekfentna stimulacija misica Klebl et al., 1998
Hiperholesterolemijom indukovana ateroskleroza Moriel & Abdalla, 1997
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Tabela 2. Nastavak tabele.

Ostali modeli Zivotinja

LPS indukovano akutno oStecéenje pluca pasa Numata et al., 1998
Citokin indukovano oStec¢enje miokarda pasa Oyama et al., 1998
Ileitis svinja Miller et al., 1995

Tabela 3. Detekcija slobodnog 3-nitrotirozina in vivo.

Patologija Referenca

Humani reumatoidni artritis Kaur & Halliwell, 1994
Humana amiotrofi¢na lateralna skleroza Beal et al., 1997
MiSji model amiotroficne lateralne skleroze Brujin et al., 1997
Humana sepsa 1 sepsa sa renalnim oStecéenjem Fukuyama et al., 1997
Pacovski model transplantacije jetre Skinner et al., 1997
Plazma u pacovskom modelu septic¢nog Soka Kamisaki et al., 1997
Humani urin Ohshima et al., 1990a

Proteini sadrZe u proseku 4% tirozina, ali samo manji deo od
proteina prisutnih u biolosSkim sistemima podleZe reakciji nitrovanja
tirozina. Tako je, na primer, humana MnSOD protein koji se primarno
nitruje u mitohondrijama (Odeljak 2.3.1.3), a i jedini je protein u
cerebrospinalnoj tecnosti u kojem Jje detektovano prisustvo ostatka
nitrotirozina (Aoyama et al., 2000).

Specificnost nitrovanja ostataka tirozina u proteinima ne moZe se u
potpunosti objasniti. Faktori koji se navode su: zastupljenost datog
proteina 1 sadrZaj tirozina u njemu, blizina ostatka tirozina u
odnosu na mesto nastajanja RNOS, susedni aminokiselinski ostaci koji
mogu svojim interakcijama sa datim agensom za nitrovanje da utidéu na
lokalno povecanje njegove koncentracije i njegovo (povolijno)
usmeravanje. Smatra se da 1 prisustvo specificne sekvence: Lys 1ili
Arg-X-X-X-Tyr, Asp 1ili Glu-X-X-X-Tyr) takode favorizuje nitrovanije

ostataka tirozina (Ischiropoulos, 2003).

Konformacione promene 1 gubitak aktivnosti enzima usled nitrovanja
ostataka tirozina primeéene su u prvim eksperimentima hemijskih
modifikacija ostataka tirozina u proteinima pomoéu tetranitrometana
(Sokolovsky et al., 1966; Riordan et al., 1967). Nitro grupa uvodi
negativnu SarZzu u molekul proteina, Sto moZe uticati na lokalnu
konformaciju proteina 1 moguénost gradenja vodoniénih veza sa
susednim aminokiselinskim ostacima u molekulu proteina (Ara et al.,
1998). Takode, ova reakcija znac¢ajno povecava Jjednoelektronski
redukcioni potencijal (od ~ 0,85 do > 1,05 V), smanjuje pK, tirozina
sa 10 na 7, tako da je na fizioloskom pH oko 50% fenolne hidroksilne
grupe 3-nitrotirozina deprotonovano (Eiserich et al., 1998). Zbog
toga prisustvo 3-nitrotirozina u molekulu proteina moZe inhibirati
vezivanje supstrata za enzime, ili narusiti  protein-protein

interakcije (Ara et al., 1998). In vitro studije pokazuju da
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nitrovanje ostataka tirozina moZe inhibirati tirozin-kinazama
posredovanu fosforilaciju ostataka tirozina, Sto ¢e imati znacajne
efekte u transdukciji odgovarajué¢eg signala (Slika 18) (Gow et al.,
1996; Kong et al., 1996; Mallozzi et al., 1997). Strukturne i jonske
karakteristike 3-nitrotirozina, u poredenju sa fosfotirozinom (PO,-
Tyr), ukazuju da nitrovanje tirozina predstavlja mehanizam koji pre
vodi do aktivacije, nego do inhibicije ¢elijskih signalnih kaskada
(Eiserich et 1., 1998). Za razliku od efekata nitrovanja ostataka
tirozina u proteinima o sudbini i potencijalnoj toksicnosti

slobodnog 3-nitrotirozina za sada se ne moZe nista redi.

SUPSTRAT KINAZE

TIROZIN
R:?E/// J KINAZA

TIROZIN

KINAZA q¥
03~

Slika 18. Inhibicija fosforilacije nitrovanjem ostataka tirozina (Eiserich et al.,
1998) .

Tako se smatra da Jje nitrovanje tirozina ireversibilna reakcija
treba pomenuti da je u tkivu pacova detektovana aktivnost
inducibilne "NO,Tyr denitraze" (Kamisaki et al., 1998). Postojanje
enzimskog mehanizma za nitrovanje i denitrovanje ostataka tirozina u
proteinu znac¢ilo bi da ova kovalentna modifikacija moZe imati
funkciju u transdukciji signala slic¢nu funkciji koju ima

fosforilacija 1 defosforilacija ostataka tirozina.

2.4 Hemijski mehanizmi dejstva NO: reaktivne vrste NO
(RNOS)

Po vazec¢em modelu, azot monoksid slobodno difunduje u bioloskoj
sredini dok ne izreaguje sa nekom od svojih meta (Moncada et al.,
1991; Lancaster, 1994; Chen et al., 1998). Pri (pato)fizioloSkim

koncentracijama azot monoksid reaguje u bioloskim sistemima sa



centrima prelaznih metala (Odeljak 2.3.1), molekulskim kiseonikom i

superoksid anjon radikalom (0,°7) (Niketi¢ et al., 1998; Patel et
al., 1999) (Slika 19). Proizvodi reakcija, sa kiseonikom 1
superoksid anjon radikalom, vigi oksidi azota (NOy) , odnosno

peroksinitrit (ONOO"), koji su znatno reaktivniji od samog NO,
predstavljaju reaktivne NO vrste (RNOS). Azot monoksid kompleksiran
za metalni jon moZe biti (rede) neutralan ili pak, u =zavisnosti od
toga da 1li se u datom kompleksu NO ponasa kao donor i1li akceptor
elektrona u odnosu na metalni Jjon, pokazivati (ve¢i 1ili manji)
karakter nitrozonijum (NOY), odnosno nitroksilnog (NO7) jona
(McCleverty, 1978) (Slika 19). Redoks srodnici azot monoksida, NO' i
NO~ vrste, predstavljaju takode RNOS. U ovom odeljku ¢emo ukratko
opisati nastajanje 1 hemijske reakcije navedenih reaktivnih vrsta
NO, sa posebnim akcentom na hemijske mehanizme S-nitrozovanja 1
nitrovanja tirozina, 3&to treba da omogué¢i detaljnije razumevanije
biohemijskih mehanizama, kao i fiziolo3kih i1 patofiziolosSkih efekata

NO, koji su prikazani u prethodnim odeljcima.

iiészwﬂ—IW()—ﬁﬂmﬂhQi\

ONOO- NO,

RSH/RS-

RSSR MNO RSNO

NO~ NO*

RSH/RS:
ImNHOH‘f////’ \“MNO' MNO+//

NH,OH
NO M
) NO+
NO
M+ NO

Slika 19. Pregled osnovnih reakcija NO u biolo3kim sistemima. SH grupe iz proteina
i niskomolekularnih tiola u bioloskim sistemima su primarne mete za nastale RNOS
(Niketi¢, et al., 1998).

2.4.1 Reakcija NO sa 0O,: NO,

Autooksidacijom NO u gasnoj fazi i u nepolarnoj sredini nastaju NO,
N,O3 1 N,0O, (Reakcije 14, 15 i 16) (Wink & Mitchell, 1998a).



2NO + 0O, — 2NO, (Reakcija 14)
NO, + NO ,, N,O3 (Reakcija 15)
2NO, — N,O4 (Reakcija 16)

Reakcijom NO/O, u vodenoj sredini nastaju proizvodi koji se razlikuju
od onih u gasnoj fazi i koji nisu u potpunosti okarakterisani i koji
se zato obeleZavaju sa NO,. Primarni proizvod autooksidacije NO u
vodenoj sredini ima empirijsku formulu N,0;. Reakcija autooksidacije
NO je reakcija drugog reda u odnosu na NO, Sto znac¢i da ¢e poluzivot
NO u vodeno]j sredini, pod aerobnim wuslovima, biti proporcionalan
njegovoj koncentraciji. Na primer, pri pocletnoj koncentraciji od 1
UM, poluzivot NO bice 800s, dok ¢e pri koncentraciji od 100 upuM isti
iznositi 8s (Ford et al., 1993). Zbog toga NO nec¢e u znatnijoj meri
reagovati sa kiseonikom, pri fizioloSkim wuslovima u kojima je
koncentracija NO niska 1 smanjuje se sa rastojanjem pri njegovoj
difuziji od mesta nastanka. Medutim, u uslovima lokalnog povecanja
koncentracije NO, nastajanje proizvoda autooksidacije ce
eksponencijalno rasti (Ford et al., 1993; Wink & Mitchell, 1998a).

Na konstantu brzine autooksidacije NO malo utice pH, temperatura,
(Nottingham & Sutter, 1989; Ford et al., 1993; Wink & Ford, 1995),
kao i prisustvo redukcionih sredstava, kao Sto su GSH, askorbat ili
ferocijanid (Wink et al., 1994; Goldstein & Czapski, 1995). To
ukazuje da ¢e brzina autooksidacije NO u bioloSkim sistemima
zavisiti iskljucivo od koncentracije 0O, i NO. Kako je rastvorljivost

NO i O, wvise nego 20 puta ve¢a u lipidnim delovima ¢elije nego u
vodenoj sredini, moZe se ocekivati da <¢e se autooksidacija NO
primarno odvijati u lipidnom dvosloju DbioloSkih membrana. Zbog
neznatnog prisustva vode u hidrofobnoj sredini i hidroliza NO, bice
smanjena, Sto ¢e dodatno produziti poluZivot i reaktivnost NO,. NO,
nastao u membranama primarno ¢e reagovati sa boénim aminokiselinskim
ostacima membranskih proteina, ili proteina koji se nalaze u blizini
membrane (Wink & Mitchell, 1998a).

Azot u N,0O3 ima formalno oksidaciono stanje +3, i1 ovaj oksid se ponasSa
kao nosilac NO' (nitrozonijum) jona, tako da moZe da vr3i reakcije
nitrozovanja (Odeljak 2.4.3). U vodeno]j sredini brzo (poluZivot N,;0;
u vodenoj sredini iznosi 1 ms) hidrolizuje do nitrita (Reakcija 17)
(Wink & Mitchell, 1998a) . Kompetitivna reakcija Jje reakcija
S-nitrozovanja tiola, pri &emu nastaju S-nitrozotioli (Reakcija 18).
NO, izaziva 1 reakcije N-nitrozovanja amina i tirozina, ali znatno
sporije (Tabela 4). NO u prisustvu kiseonika moZe da izazove 1
nitrovanje tirozina (Odeljak 2.4.4) (Pfeiffer et al., 2001). NOy4



oksiduju dopamin i druge kateholamine. Askorbat Jje vrlo efikasan
hvatac¢ NO,, ¢ime Stiti biomolekule od ove RNOS (Wink & Mitchell,
1998a) .

N,O; + H,O0 — 2HNO, (Reakcija 17)
NO, + RSH — RSNO (Reakcija 18)

Tabela 4. Selektivnost NO, u odnosu na razlidite supstrate u vodenoj sredini (Wink
et al., 1991; Wink et al., 1993b; Wink et al., 1994).

Supstrati K./Kyzo (M71)
Ferocijanid 5 x 10°
Cistein 5 x 10°
Glutation 10
Tirozin 25
Azid 10°
Alanin <5
Citozin < 0,005
5-aminosalicilna kiselina® 2 x 10°
Dopamj_nb 1 x 10°

a
b

Prac¢eno spektrofotometrijski na 400 nm.
Praé¢eno spektrofotometrijski na 475 nm.

2.4.2 Reakcija NO sa 0O," : peroksinitrit

In vitro eksperimenti su pokazali da NO i 0O,;° reaguju brzo
(konstanta brzine 7x10° M's™, tako da Jje reakcija kontrolisana
difuzijom reaktanata), pri cemu nastaje izuzetno reaktivni proizvod,

peroksinitrit (Reakcija 19) (Huie & Padmaja, 1993).
NO + 0,7 — ONOO~ (Reakcija 19)

Direktni dokazi =za nastajanje peroksinitrita in vivo =za sada ne
postoje, dok su indirektni dokazi kontradiktorni. Kolic¢ina
peroksinitrita koji bi mogao da nastane in vivo zavisic¢e od
koncentracije NO 1 superoksid anjon radikala, koje ¢e opet zavisiti,
s jedne strane od produkcije ovih radikala, a sa druge, od njihovih

reakcija sa biolo3kim metama (Fukuto & Ignarro, 1997).

Polaze¢i od ¢&¢injenice da su brzine reakcije 0, sa SOD i NO slicne,
te da je reakcija NO sa superoksid anjon radikalom brZa od reakcije
NO sa hemoproteinima (k<10°® M's™), zakljuduje se da se NO moZe u
bioloskim sistemima takmic¢iti sa SOD =za O0O,". S druge strane,
(nanomolarna) koncentracija superoksid anjon radikala pod normalnim,
nestresnim, fizioloskim uslovima (Tyler, 1975) je manja od
koncentracije NO (20 nm do 2-4 uM) (Odeljak 2.1.1), dok je normalna
koncentracija SOD u ¢elijama 4-10 pM (Nikano et al., 1990). Iz ovoga

proizilazi da bi =za prelazak 50% superoksid anjon radikala u



peroksinitrit bio potreban fluks azot monoksida od 2-4 uM (Wink &
Mitchell, 1998a), 3to znac¢i da ¢e pod normalnim fizioloSkim uslovima
koncentracija peroksinitrita biti neznatna. Nastajanje znacajnijih
kolic¢ina peroksinitrita moZe se ocekivati na mestima gde Jje lokalna
koncentracija NO visoka (Lancaster, 1994), 1ili pak u regionima u
kojima se SOD nalazi u manjim od mikromolarnih koncentracija (Wink &
Mitchell, 1998a) . Pretpostavlja se da bi najveca kolic¢ina
peroksinitrita u bioloSkim sistemima mogla da nastane u
mitohondrijama. Superoksid anjon radikal nastaje u mitohondrijama
kao rezultat aerobne respiracije, dok NO moZe da ude u mitohondrije
difuzijom iz ¢elija endotela, 1li da nastane kao rezultat aktivnosti
mtNOS (Odeljak 2.3.1.3).

Ogranic¢avaju¢i faktor u nastajanju peroksinitrita Je reakcija
superoksid anjon radikala sa SOD, kao 1 reakcije NO sa biolo3kim
metama, kao Sto je oksihemoglobin, u kojima nastaje nitrit, krajnji
proizvod metabolizma NO (Odeljak 2.3.1.1).

Peroksinitritni anjon ONOO  Jje prilicéno nereaktivan. Na fizioloSkom
pH ONOO™ se Dbrzo protonuje do nestabilne i vrlo reaktivne
peroksiazotaste kiseline (HO-O-N=0), koja se raspada preko niza
reaktivnih intermedijera do nitrata 1 (manjim delom) do nitrita
(Slika 20). Peroksinitritni anjon dodat <¢elijama, tkivima 11i
telesnim tecdnostima, brzo se protonuje do peroksiazotaste kiseline,
Sto dovodi do oksidacije SH grupa 1 drugih antioksidanata,
oksidacije 1lipida, cepanja lanaca DNK, nitrovanja 1 dezaminacije
nukleinskih baza. Najvise izucavana reakcija peroksinitrita sa
proteinima je reakcija nitrovanja ostataka tirozina (Odeljak 2.4.4).
Nitrovanje ostataka tirozina in vivo se cCesto uzima kao indikacija
generisanja peroksinitrita, pod datim (pato)fizioloskim wuslovima.
Sve ove reakcije mogu 1imati potencijalno Stetne posledice za
biolosSke sisteme (Koppenol et al., 1992; Koppenol, 1998; Halliwell
Gutteridge, 1999).
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Slika 20. Transformacije 1 reakcije peroksinitrita. ONOOH se u manjoj meri cepa
homolitic¢ki na OH® i NO,". Neki joni metala mogu katalizovati heteroliticko cepanije
ONOOH na OH i NO,”, &to objadnjava zadto prisustvo ovih metalnih jona ubrzava
reakcije nitrovanja peroksinitritom. Na pH 7,4 oko 20% ONOO ¢e biti u obliku ONOOH
(pKa = 6.8), koji se brzo raspada. Vrste koje mogu da izazovu oksidativna osStecenja
obuhvataju c¢is-ONOO 1 ¢is-ONOOH (koji imaju ogranic¢enu reaktivnost, npr. mogu
oksidovati SH grupe) 1 trans izomere 1 ekscitovana stanja trans izomera, posebno
ONOOH. Aktivirani, trans-ONOOH ima redukcioni potencijal blizak potencijalu OH-,
tako da je jak oksidans. Neki dodati biomolekuli (ukljucujué¢i i tiole) mogu da budu
oksidovani ovim raznim reaktivnim vrstama peroksinitrita do radikala, pri cemu
nastaje i NO,. Reakcijom CO, sa ONOO nastaje O=N-00CO, , za kojeg je predlozeno da
premestanjem daje reaktivni nitrokarbonatni jon, koji je efikasniji nitrujuéi agens
od samog peroksinitrita (Halliwell & Gutteridge, 1999).

2.4.3 Redoks-srodnici NO: NO' i NO  vrste

U biolo3koj sredini NO moZe da se oksiduje u vrste sa (veéim 111
manjim) karakterom nitrozonijum katjona (NO*), ili redukuje u
nitroksilni anjon (NO7), koji se pod fizioloskim uslovima delimicno
protonuje (Bartberger et al., 2001), tako da se ova vrsta obeleZava
sa HNO/NO™. NO" i HNO/NO~ se nazivaju redoks-srodnicima NO i odavno
se smatra da obe vrste, koje su znatno reaktivnije od samog NO,
treba uzeti u obzir pri razmatranju biolo3kih funkcija NO. NO', NO i

NO~ se mogu posmatrati i1 kao analozi redoks formi kiseonika: 0O,, Oy



odnosno  0,%” (Stamler et al., 1992b). Medutim, za razliku od
superoksid anjon radikala (0,7), koji ima sposobnost dismutacije,
pri c&emu nastaju O, 1 0,27 (H,0,) (Odeljak 2.3.1.3), NO ne podlezZe

reakciji dismutacije (na primer Kanner, 1996).

Mnogi donori NO koji se koriste u eksperimentima in vitro, kao 3to
su tionitrati, S-nitrozotioli, nitrozil halogenidi, C-nitrozo
jedinjenja, organski nitriti i natrijum nitroprusid, pored azot
monoksida oslobadaju 1 NO'. Nitrozonium jon nastaje 1 razlaganjem
nitrita u kiseloj sredini (Reakcija 20) (Feelisch & Stamler, 1996).
Kao donori nitroksila u eksperimentima in vitro najce3ce se koriste
Angelijeva so (HN,O3; natrijum trioksodinitrat) (Reakcija 21) 1
Pilotijeva kiselina (N-hidroksibenzensulfonamid) (Reakcija 22)
(Feelisch & Stamler, 1996).

NO,” + 2H* — NO' + H,0 (Reakcija 20)
HN,0;~ — NO  + HNO, (Reakcija 21)
CeHsSO,NHO™ ,, CgHsSO,” + HNO (Reakcija 22)

2.4.3.1 (Potencijalni) mehanizmi nastajanja NO' i NO~
vrsta u bioloskim sistemima

Mehanizmi konverzije NO u NO® i HNO/NO~ vrste, relevantni za bioloske
sisteme, nisu u dovoljnoj meri razjasnjeni. Pod fizioloSkim uslovima
NO" mo%e da se nade u jedinjenjima, kao 3Sto su metal-nitrozil
kompleksi (MNO), tionitriti (RSNO), nitrozamini (RR'N-NO) i wvisi
oksidi azota (N,03, N,0,) (Wink et al., 1991; Stamler et al., 1992a,
Hughes, 1999). Nitroksil mozZe da nastane kao proizvod NOS-
katalizovane oksidacije arginina (Fukuto et al., 1992), te pri

oksidaciji azida lignin-peroksidazom (Tatarko & Bumpus, 1997).

Azot monoksid se moZe ili redukovati ili oksidovati u NO, odnosno
NO" wvrste, pomoéu metalnih jona u biolo3kim sistemima (Stamler et
al., 1992b; Radi, 1996; Sharpe & Cooper, 1998). Tako je pokazano da
Cu/Zn superoksid dismutaza (Murphy 1 Seis 1991) i hemoproteini, kao
Sto su hemoglobin (Odeljak 2.3.1.1; Reakcija 3) i citohrom c (Sharpe
& Cooper, 1998), redukuju NO do NO . MetHb (Odeljak 2.3.1.1; Reakcija
5) i metmioglobin (Wade & Castro, 1990) oksiduju NO do NO'. Pri
ugradivanju NO u DNIC komplekse nastaju obe, NO' i NO  vrste (videti

naredni odeljak).



DNIC kompleksi i nastajanje NO' i NO™ vrsta

Videli smo da u DbioloSkim sistemima NO gradi DNIC komplekse sa
gvozdem vezanim u proteinima i sa takozvanim "slobodnim" gvozZzdem
(Odeljak 2.3.1.2). U hemijskim eksperimentima Jje pokazano da DNIC
kompleksi, tipa (NoﬂgFe(I)LL nastaju pod anaerobnim uslovima u
neutralnim rastvorima koji sadrZe NO, dvovalentno gvozde, 1 niz
anjonskih 1liganada, ukljucujué¢éi aminokiseline, peptide 1 proteine
(McDonald et al., 1965; Woolum et al., 1968). Sve oa-aminokiseline se
vezuju za Jjon gvoZda u DNIC kompleksima, preko karboksilne i amino
grupe, a od Dboc¢nih ostataka u kompleksiranju ucestvuje imidazol
histidina 1 SH grupa iz cisteina (Slika 21) (Woolum et al., 1968).
Tioli pokazuju vec¢i afinitet za gvoZde u DNIC kompleksima u odnosu
na druge ligande (McDonald et al., 1965). 0Od DNIC kompleksa sa
tiolima najstabilniiji su kompleksi sa proteinskim SH grupama, sledi
DNIC sa redukovanim glutationom (GSH), a DNIC sa cisteinom Je,
sli¢no DNIC kompleksima sa drugim aminokiselinama, nestabilan
(McDonald et al., 1965; Mulsch et al., 1991).

NO grupa u DNIC kompleksima malih molekulskih masa ima karakter
nitrozonijum Jjona (Slika 22) (Vanin, 1998). U nizu radova Jje
pokazana sposobnost DNIC kompleksa sa tiolima malih moleklulskih
masa (cistein, GSH) da izvrSe reakcije S-nitrozovanja tiola male
molekulske mase 1 proteinskih tiola (Slika 22) (Odeljak 2.4.3.2)
(Mulsch et al., 1991, Boese et al., 1995, Vanin et al., 1996; Vanin
et al., 1997, Vanin, 1998; Vanin et al., 2002). Kako su DNIC sa
tiolima male molekulske mase nestabilni, u procesu njihovog

raspadanja do¢i ¢e do nastajanja nitrita i S-nitrozovanja tiola,

koji je prisutan u visku u reakcionoj sme$i (Slika 22) (0Odeljak
2.4.3.2).
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Slika 21. DNIC kompleks sa a-aminokiselinom, sa His i sa tiolima (Woolum et
al., 1968).

U reakciji Fe(II), NO i anjonskih liganada male molekulske mase prvo
nastaje neutralni, Fe(II) (NO),L, kompleks (Slika 22) (Pearsall &

Bonner, 1982). Reakcijom NO sa ovim kompleksom dolazi do



disproporcionisanja NO, tj. do redukcije NO do NO, koji =zatim u
procesu protonizacije, dimerizacije i dehidratacije (Odeljak
2.4.3.3) daje azotsuboksid (N,0), te do oksidacije NO grupe u
kompleksu u NO* i prelaska Fe(II) u (formalno) Fe(I) stanje (Slika
22) (Vanin et al., 1997; Vanin, 1998). Medutim, kako tioli efikasno
reaguju sa HNO/NO~ dajuc¢i hidroksilamin (Odeljak 2.4.3.3) (Slika 22),

i ovaj proizvod se moZe ocCekivati u reakciono] smesSi.

2L + Fe®" + 2NO

L NO
N S
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L// NO
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Slika 22. Nastajanje i raspadanje DNIC kompleksa sa tiolima male molekulske mase
(Sema napravljena polazeéi od sledeéih radova: Pearsall & Bonner, 1982; Vanin et
al., 1997, Vanin, 1998; Vanin et al., 2002).

2.4.3.2 Reakcije NO' vrste relevantne za bioloske
Sisteme

Nitrozonijum vrste izazivaju reakcije nitrozovanja sa O, S, N i C

centrima. NO' brzo hidrolizuje u vodenoj sredini do nitrita

(poluzivot nitrozonijum jona u vodi Je 3x107'%s (Ridd, 1979)), slede
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po reaktivnosti tioli, amini i hidroksilne grupe iz alkohola (Keefer
& Williams, 1996):

NO* + H,0 — 2H' + NO,~ (Reakcija 23)
NO" + RSH — RSNO + H' (Reakcija 24)
NO" + RR'NH — RR'N-NO + H' (Reakcija 25)
NO" + ROH — RONO + H' (Reakcija 26)

0d napred opisanih nosioca NO' grupe, NO, i nitrozil kompleksi metMb
i (u znatno manjoj meri) metHb mogu da izvr3e sve navedene reakcije
nitrozovanja (Odeljak,2.4.1; Wade & Castro, 1990). Za NO' iz DNIC sa
tiolima male molekulske mase (cistein, GSH) pokazano je da reaguje
sa vodom 1 sa SH grupama iz proteina 1 tiola male molekulske mase
(Slika 22) (Mulsch et al., 1991; Boese et al., 1995). Ukratko ¢emo
se osvrnuti na navedene reakcije nitrozovanja, koje mogu biti od

znac¢aja za NO-posredovane procese.

O-Nitrozovanje

S obzirom da Jje voda najzastupljeniji nukleofil wu fiziolos$koj
sredini, ona podleze intenzivnom O-nitrozovanju, pri cemu (na
neutralnom pH) nastaje nitrit (Reakcija 23) (Ignarro et al., 1993).
O-nitrozovanjem alkohola nastaju stabilni nitritni estri (Reakcija
26) (Keefer & Williams, 1996). Nitritni estri se upotrebljavaju kao
vazodilatatori (Mirvish et al., 1993). I askorbinska kiselina
podleze reakciji O-nitrozovanja, Sto moZe da bude od fizioloSkog
znacaja (Dahn et al., 1960).

S-Nitrozilovanje (nitrozovanje)

Nitriti, koji u kiseloj sredini daju NO* Jone (Reakcija 20),
S-nitroziluju tiole u visokom prinosu (Reakcija 27). Ova reakcija
moZe da bude relevantna za nastajanje S-nitrozotiola u Zelucu (pH 2-
4), 1li u fagosomima (pH 3-6) (Eiserich et al., 1998). Oksidi azota,
NO,, koji nastaju autooksidacijom NO (Odeljak 2.4.1) i koji su
nosioci NO' grupe, mogu takode efikasno da izvrSe S-nitrozilovanie
tiola (Odeljak 2.4.1). Vanin (1998) predlazZze da su DNIC kompleksi sa
tiolima male molekulske mase najrelevantniji S-nitrozilujué¢i agensi

(Slika 22) pod fizioloSkim uslovima.

NO" + RSH — RSNO + H' (Reakcija 27)



S-nitrozotioli su, sa 1izvesnim izuzecima, nestabilni u vodenoj
sredini. Tako na primer, GSNO se raspada tokom nekoliko sati, dok se
Cys-NO raspada u toku nekoliko minuta. Prisustvo Jjona metala,
posebno Fe(II) jona znatno ubrzava raspadanje S-nitrozotiola (videti
dalji tekst). Proteinski RSNO su, po pravilu, znatno stabilniji (u

slucaju BSA vi3e od 10 sati).

Kako se RSNO male molekulske mase, kao Sto Jje Cys-NO, ponas3aju kao
donori NO (na primer Feelisch & Stamler, 1996) do skora je bilo
Siroko prihvacéeno da se S-N wveza u S-nitrozotiolima cepa
homolitic¢ki, wuz oslobadanje NO 1 nastajanje tiil (RS") radikala
(Reakcija 28) (Arnelle & Stamler, 1995) . Medutim, detalijna
istraZivanja su pokazala da se u vodenoj sredini cepanje S-N veze u
RSNO male molekulske mase u najve¢oj meri vrSi heteroliticki, uz
oslobadanje RS i (u prisustvu na primer proteinskih tiola) transfera

NO" na SH grupe iz proteina (S-transnitrozovanije) (Reakcija 29).

RSNO — RS + NO (Reakcija 28)
RSNO + R'S™ ,, RS™ + R'SNO (Reakcija 29)

Ovakvo ponaSanje S-nitrozotiola potvrduje (dominantno) NO' karakter
azot monoksida vezanog u RSNO, &to predstavlja 1 osnov §iroko
rasprostranjene Seville-ove metode za njihovo detektovanje 1
odredivanije. Ova metoda se zasniva na odredivaniju nitrita
oslobodenog u reakciji S-nitrozotiola sa jonima Zive (Reakcija 30)
(Stamler & Feelisch, 1996):

RS-N=0O + H,0 + Hg’* ——> RSHg®' + HONO + H' (Reakcija 30)
Do heterocikliénog cepanja S-N veze iz RSNO, u prisustvu slobodnih

tiola, uz oslobadanje znatnih koli¢ina NO, dolazi samo u slucaju da

se S-nitrozotiol nalazi u vicinalnim ditiolima (Arnelle & Stamler,

1995) :
HO HO
S S +
) — > [ + NO —HP > HNO
S— N S
HO >0 HO

(Reakcija 31)

Iz napred navedenog proizilazi da se NO, u znacdajnijem prinosu, moZe
osloboditi iz RSNO samo redukcijom (Reakcija 32) (Feelish & Stamler,
1996) :



RSNO + H* —* 5 RSH + NO (Reakcija 32)

Na primeru najmanje stabilnog S-nitrosotiola, Cys-NO, pokazano Jje da
tragovi jona bakra 1 gvoiZda, prisutni u rastvoru, efikasno
katalizuju ovu reakciju. Ved¢ina autora se slaZze da se kataliza

jonima bakra de$ava po sledec¢oj Semi (Vanin et al., 2002):

cut + RSNO* —= Cu* + RS + NO

cu’* + RS  — Uyt + RS

RS-NO —= NO + 1/2RS-SR (Sema 1)

U slucaju jona gvozda pokazano je da je oslobadanje NO povezano sa
nastajanjem DNIC kompleksa. U sluc¢aju odsustva tiola, ne-tiolni
anjoni (na primer fosfati) 1z rastvora (L) ucestvuju u gradenju
nestabilnih DNIC kompleksa (Odeljak 2.4.3.1). Po predloZenoj Semi
kompleks Fe(II) i ne-tiolnih liganada (L) direktno vezuje NO grupe
iz  RSNO, pri Cemu dolazi do oksido-redukcije i nastajanja
nestabilnog DNIC (Vanin et al., 2002):

+

L NO'RS’ L NO" 'RS" L NO
\ \ 4 \ +/ _
SO Fe?* — Fe *RST+RS
N SN SN
L NO'RS L NO "'RS L NO
(Sema 2)
Nestabilni DNIC podleZe hidrolizi prema sledecoj Semi:
L NO" =— OH
\ + 2+ -
///Fe\\\ —= Fe” + NO + NO, + H,0O + 2L
+ -
L NO"=— OH (Sema 3)
Ukupna reakcija bi bila (Vanin et al., 2002):
H,0 + 2RS-NO — NO + NO,” + 2H' + RS" + RS~ (Reakcija 33)

Mehanizam oslobadanja NO se razlikuje ukoliko su u rastvoru prisutni
i slobodni tioli. Tiolna jedinjenja se pona3aju kao jaki kompetitori
u odnosu na molekule vode (Odeljak 2.4.3.1), tako da pri ovim

uslovima, pored oslobadanja, NO moZe da nastane i RSNO (Vanin et
al., 2002):



RS NO" = RS
\ +/

/Fe == Fe’* + NO + RSNO + 3RS

RS NO"=— RS

(Sema 4)

Drugim rec¢ima, u sistemu u kojem se nalaze RSNO, tioli i Fe(II) naci
¢e se u ravnotezi DNIC sa tiolnim ligandima i RSNO (Vanin et al.,
1997; Vanin 1998; Vanin et al., 2002).

N-Nitrozovanje primarnih 1 sekundarnih amina

Reakcijom NO® sa sekundarnim aminima nastaju N-nitrozamini (Reakcija
25), koji su dobro poznati kao potentni karcinogeni (Lijinsky,
1992). Primarni amini takode podlezu N-nitrozovanju, ali je nastali
proizvod nestabilan i raspada se u nekoliko koraka poznatih kao:
"N-nitrozovanje, diazotovanje 1 dezaminacija" (Reakcija 34) (Ridd,
1961):

e
N- nitrozovanje

RNH, + NO > [RNH,NOJ"—JR200vE_ N * 4+ 1,0

-N, fezaminacija -
N

RY——x—>RX

(Reakcija 34)

Proizvodi ovih reakcija: RN,", R" i RX su karcinogene alkilirajuce
vrste (Hecht et al., 1994).

Reakcija NO' sa primarnim aminima moZe da bude relevantna in vivo
zbog mutacija u molekulu DNK koje nastaju kao posledica dezaminaciije
baza. Tako, na primer, reakcijom NO® sa guaninom nastaje ksantin
(Reakcija 35), koji se sparuje razlic¢ito od guanina, tako da, ako se
"greSka" ne 1ispravi pre replikacije DNK, moze do¢i do mutacije
(Eritja et al., 1986):

O O
N N
HN MY e N HN \
oo MUY i Y
H7,4

|
drR H R
(Reakcija 35)



C-Nitrozovanje

Primer za C-nitrozovanje Jje Libermanova reakcija (Reakcija 36), koja
predstavlja osnov analitidke metode za odredivanje nitrita i fenola
(Keefer & Williams, 19906):

OH _
-e - H,0
(Reakcija 36)

U novije vreme posebnu pazZnju privlac¢i NO-posredovano nitrovanije
tirozina u bioloskim sistemima (Odeljak 2.3.3). Jedan od
potencijalno bioloSki relevantnih mehanizama nitrovanja tirozina,
koji je znatno manje ispitivan u odnosu na druge mehanizme (Odeljak
2.4.4), bila bi reakcija nitrozovanja prstena tirozina pomoéu NO'
vrsta, te oksidacija nastalog nitrozo u nitro derivat (Reakcija 37)
(Eiserich et al., 1995):

ON O,N

_e' - -
HO——<z::>——R-+NO = HO R oksidacija HO R

R = CH,CH(NH,)COOH
(Reakcija 37)

2.4.3.3 Bioloski relevantne reakcije HNO/NO  vrste

Najnoviji radovi pokazuju da nitroksil, HNO, ima pK, 7,2 (Bartberger
et al., 2001; Sulc et al., 2004), tako da ¢e se na neutralnom pH oko
polovine prisutnog HNO na¢i u obliku nitroksilnog anjona NO . Zato
se, kao Sto smo napred naveli, ova reaktivna vrsta obeleZava sa
HNO/NO~. Nitroksilni anjon Je kratko-Zivuéa reaktivna vrsta. Neki
autori procenjuju da Jje njegov poluzivot u neutralnim rastvorima

oko milisekunde (Hughes, 1999).

Reakcije HNO/NO™ su, u odnosu na reakcije NO' vrsta (videti prethodni
odeljak), znatno manje izucavane. U vodenoj sredini NO  podleZe brzoj
reakciji protonizacije, dimerizacije 1 dehidratacije u azotsuboksid,
N,O (Reakcija 38) (Hughes et al., 1999):

2HNO — N,O + H,0 (Reakcija 38)



Kompetitivna reakcija ovoj Jje reakcija NO sa tiolima, u kojoj

nastaje hidroksilamin i disulfid (Reakcija 39) (Arnelle & Stamler,
19906) :

NO  + 2RSH — RSSR + NH,OH (Reakcija 39)
Usled svoje visoke intrac¢elijske koncentracije (1 - 10 mM), smatra

se da ¢e GSH biti glavna meta za ovu reakciju u biolo3kim sistemima
(Nelli et al., 2000). Opséte Jje prihvaéeno da detektovanje N,O i/ili
hidroksilamina u ispitivanom sistemu predstavlja dokaz za nastajanije
HNO/NO~ vrste (Arnelle & Stamler, 1996).

Nitroksil moZe da reaguje sa nizom blagih nukleofila, ukljucdujucéi i
amine (Reakcija 40) (Bartberger et al., 2001):

HNO + RNH, — RHNNHOH (Reakcija 40)

Pokazano je da NO reaguje sa nizom metalo-proteina (Reakcija 41)
(Sulc et al., 2004):

NO™ + M —» MPPNO (Reakcija 41)

Nitroksil je predloZen kao supstrat =za Cu/ZnSOD (Liochev &
Fridovich, 2002). Reakcija nitroksila i feri oblika hemoglobina i
mioglobina direktno daje fero nitrozil adukt (Bazylinski &
Hollocher, 1985).

Reakcijom nitroksilnog jona i kiseonika moze da nastane

peroksinitrit (Reakcija 42) (Beckman & Koppenol, 1996) :
NO™ + O, — ONOO~ (Reakcija 42)

Ovo su potvrdili Sharpe & Cooper (1998) koji su pokazali da
peroksinitrit nastaje u reakciji kiseonika sa NO°, koji se oslobada
pri reakciji NO sa hemicitohromom c. OpsSte je prihvac¢eno da je
glavni mehanizam za produkciju peroksinitrita u biolod3kim sistemima
reakcija superoksid anjon radikala sa NO (Odeljak 2.4.2). Medutim,
intrac¢elijska koncentracija superoksid anjon radikala je niska, dok
je koncentracija kiseonika hiljadama puta vec¢a od koncentracije
superoksid anjon radikala, Sto Dbi ukazivalo da bi reakcija
nitroksila i kiseonika mogla da bude znacajan izvor peroksinitrita
(Hughes, 1999).



Primenom Angeli-jeve soli (videti napred), primeé¢eni su u ex vivo
eksperimentima specific¢ni efekti HNO/NO~ vrsta (Kubes et al., 1991;
Ma et al.,1999; Booth et al., 2000; Mason et al., 2000; Paolocci et
al., 2001; Feelisch, 2003; Pagliaro et al., 2003). Ovi efekti su
pripisani direktnim, %koji potidu od reakcija HNO/NO~ vrste i
indirektnim, koji potid¢u od reaktivne(ih) vrsta koje nastaju u
reakciji HNO/NO~ sa kiseonikom 1 za koje Jje pokazano da se razlikuju
od peroksinitrita (Slika 23) (Miranda, et al., 2001).

AS
NO/HNO
RSH HNO
RSNOH/RSSR AN/HEV \@‘ N20

N2 Hb-NO(Fe'")
Direkne reakcije
Indirektne reakcije X = H,0, H"

0,
Y

Toksi~nost }elije

RH ‘% >|( / O{te}enje DNA

ONOy,
Ay HN05
2-OHBA 3NO, + H,0
S
NO, + H,0 NO3; + H,O

+ oksidovan supstrat

Slika 23. Direktne i indirektne reakcije HNO/NO . Skracenice: AS - Angelijeva so;
BA - benzoeva kiselina; 2-OHBA - 2-hidroksibenzoeva kiselina; DHR - dihidrorodamin;
RH - rodamin; S - supstrat (Miranda et al., 2001).

Kao jedan od najinteresantnijih, direktnih efekata NO, koji ima
potencijalno veliki farmakolosSki znacaj, navodimo nedavno otkric¢e da
donori NO  izazivaju vaskularnu relaksaciju 1 pozitivnu srcanu
inotropiju, stimulisanjem (pretpostavlja se reakcijom sa proteinskim
tiolima) kalcitonin gen-srodnog peptida (CGRP) (Booth et al., 2000;
Paolocci et al., 2001; Feelisch, 2003).



2.4.4 Bioloski relevantni mehanizmi nitrovanja
tirozina

Iako nastajanje 3-nitrotirozina u DbioloSkim sistemima =zavisi od
povecane produkcije azot monoksida, NO nije vrsta koja moze da
izazove nitrovanje. Prvi, biolo3ki relevantan mehanizam nitrovanja
tirozina dao je Knowles sa saradnicima (1974) koji su pokazali da
nitriti na pH 3 mogu da nitruju tirozin. Kasnije Jje pokazano da
peroksinitrit izaziva nitrovanje ostatka tirozina 108 u Cu/ZnSOD
(Ischiropoulos et al., 1992). Nitrovanje ostataka tirozina u SOD

pomoc¢u peroksinitrita intenzivno je izuc¢avano (Odeljak 2.3.1.3).

3-Nitrotirozin nastaje u Dbrzoj reakciji azot dioksida (NO;") sa
tirozil radikalom (Tyr ) (Reakcija 43):
NO," + Tyr® — NO,-Tyr (Reakcija 43)

Azot dioksid, NO,, moZe da nastane autooksidacijom azot monoksida,
ili razlaganjem peroksinitrita (Eiserich et al., 1998). Najvise
izuc¢avani mehanizam nitrovanja tirozina, koji se smatra relevantnim
za bioloSke uslove, je pomoéu peroksinitrita. Kao $Sto je prikazano
na slici 24A, nitrovanje tirozina peroksinitritom moZe biti spontano
ili katalizovano. ©Nekatalizovano nitrovanje peroksinitritom Jje
posredovano radikalskim ili neradikalskim mehanizmom: ONOOH moZe da
reaguje direktno preko vibraciono ekscitovanog konformera (ONOOH"),
ili pak podleZe homolizi, pri cemu nastaju OH°- i ©NO, . Druga
mogucé¢nost Jje nastajanje NO,” 1 Tyr® u polaznoj reakciji ONOOH (ili
ONOOH") sa tirozinom. Kombinacijom ovih radikala nastaje

3-nitrotirozin i ditirozin (Slika 24B) (Eiserich et al., 1998).

ONOOH — HO™ "NO,

1 " \ .
.M 5 &

*NO 7—-onoo £~ M-0-ONO —

NO2
0;" M H* / OH
ONOOH — ONOOH*
B R R
ONOOH + —_— +*NO, + H,0
OH
R R
+ 'N02 B
NO,
o OH

Slika 24. Mehanizmi nitrovanja tirozina pomoéu peroksinitrita (Eiserich et al.,
1998) .



Interesantno je napomenuti da nitrovanje tirozina nastaje u visokom
prinosu samo ukoliko se upotrebi sinteti¢ki peroksinitrit. Ukoliko
se u eksperimentima koriste NO 1 superoksid anjon radikal (koji
treba da nagrade peroksinitrit, Odeljak 2.4.2) primeéeno je da ne
dolazi do nitrovanja tirozina (Eiserich et al., 1998). Zbog toga se
peroksinitrit, kao iskljuc¢ivi agens koji moZe da izazove nitrovanije
tirozina pod bioloskim uslovima, dovodi u pitanje, a istraZuju se
drugi reaktivni putevi koji mogu da generi3u RNOS sposobne da
izazovu nitrovanje tirozina. Od ovih mehanizama ve¢ smo pomenuli
mehanizam nitrovanja tirozina koji se zasniva na oksidaciji nitrozo
derivata, koji moZe da nastane reakcijom tirozina sa NO' vrstama
(Reakcija 37) (Odeljak 2.4.3.2). Osvrnuéemo se na najnovije
predlozene mehanizme nitrovanja tirozina koji se zasnivaju na ucescéu

nitrita, krajnjeg proizvoda metabolizma NO.

Mijeloperoksidaze (MPO) su nespecificne peroksidaze, koje uz pomoé
H,0, mogu da oksiduju Sirok spektar supstrata. Hipohlorit (HOC1),
proizvod MPO-katalizovane oksidacije hlorida, Jje kritiéni oksidant
koji nastaje u fagocitima pod uslovima inflamacije. Nedavne studije
su pokazale da nitril hlorid (NO,Cl), proizvod reakcije NO, i HOC1,
reaguje sa tirozinom, daju¢i tirozil radikal, 3-hlorotirozin,

3-nitrotirozin i ditirozin (Slika 25) (Eiserich et al., 1998).

Van der Vliet 1 saradnici (1997) su pokazali da mijeloperoksidaza
moZe da oksiduje nitrit u prisustvu vodonik peroksida u NO, . Pri
istim uslovima dolazi do oksidacije tirozina do Tyr , tako da ovi
radikali medusobnim reakcijama daju 3-nitrotirozin i/ili ditirozin
(Slika 26).



A HOCI + NOs

HO™ + CI-NOg o—N == O—N + HO™

Nitril hiorid trans cis

Cl-ONO T WOy~ A . + NO;

ClNO, cl

OH OH OH
Cl-Tirozin
B
R R .
= D _ . c

- @i — (l

OH OH 2
Ditrezin Tirozil radikal %l

Slika 25. Nitrovanje, hlorovanje 1 oksidacija tirozina, reakcijom nitrita i

hipohloraste kiseline. (A) Pretpostavljeni mehanizam nastajanja nitril hlorida u
reakciji nitrita i hipohloraste kiseline. (B) Mehanizam modifikacije tirozina sa
CINO,. Polazna reakcija obuhvata transfer Jjednog elektrona 1 nastajanje tirozil
radikala, radikala hlora i nitrita. Reakcijom A nastaje 3-hlorotirozin, a u
reakciji B nastaju hlorid i tirozil radikal. Kombinacijom tirozil radikala i NOy°
nastaje 3-nitrotirozin (Reakcija C), dok kombinacijom dva tirozil radikala nastaje
3,3'-ditirozin (Reakcija D) (Eiserich et al., 1998).

Slika 26. Pretpostavljeni mehanizam nastajanja 3-nitrotirozina katalizom pomocu
hem-peroksidaza. Kooperativna oksidacija nitrita 1 tirozina, koja se odigrava na
nezavisnim aktivnim centrima enzima, dovodi do stvaranja 3-nitrotirozina (Eiserich
et al., 1998).



U prilog navedenim mehanizmima mogu se navesti visoke koncentracije
nitrita u bioloskim sistemima, koje =zavise od aktivnosti NOS-a.
Nitriti su detektovani u raznim ekstrac¢elijskim tecnostima kao Sto
su plazma (0,5-3,6 uM), Zeludac¢ni sok (0,4-60 uM), pljuvacka (30-210
uM) , alveolarna epitelna tecnost (10-20 pM) (Van der Vliet et al.,
1997; Eiserich et al., 1998). 3-Nitrotirozin i wvisok nivo MPO
detektovani su u aterosklerotic¢nim lezijama (Beckman et al., 1994;
Leeuwenburgh et al., 1997), reumatoidnom artritisu (Kaur and
Halliwell, 1994) i akutnoj pulmonarnoj inflamaciji (Haddad et al.,
1994; Saleh et al., 1998) . U prilog MPO-zavisnom mehanizmu
nitrovanja tirozina u neurolo3kim Dbolestima moZe se navesti
zapazanje da su mikroglijalne ¢elije u lezijama humane multiple
skleroze imunoreaktivne na 1NOS, 3-nitrotirozin i1 MPO (Bagasra et
al., 1995; van der Veen et al., 1997) . Pored toga, u
aterosklerotiénim lezijama Jje detektovan i 3-hlorotirozin,
specifi¢ni marker oksidacionog hlorovanja katalizovanog MPO (Hazen
et al., 1997). Na smanjenje kapaciteta nitrovanja, mehanizmima
zasnovanim na produkciji NO,Cl, moZe uticati prisustvo GSH, amina i
askorbata, koji reaguju sa NO,Cl (Folkes et al., 1995), ili prisustvo

oksihemoglobina, koji reaguje sa nitritima (Eiserich et al., 1998).



3 NASI RADOVI

Po vazZeé¢em modelu, azot monoksid slobodno difunduje u biolos$koj
sredini dok ne izreaguje sa nekom od svojih meta (Odeljak 2.4). U
ovim reakcijama NO moZe da ©prede u svoje redoks-srodnike,
nitrozonijum (NO") i nitroksil (HNO/NO™) vrste, koje su znatno
reaktivnije od samog NO. Smatra se da pri razmatranju bioloskih
funkcija NO, pored samog NO, treba uzeti u obzir 1 ove njegove
redoks-srodnike (Odeljak 2.4.3). Ovo namece potrebu izucavanja
biolo3ki relevantnih mehanizama nastajanja i reakcija NO' i HNO/NO~
vrsta, Sto Jje bio 1 predmet rada ove doktorske teze. Zbog svoje
velike reaktivnosti ove vrste se ne mogu direktno detektovati, nego
se njihova identifikacija vrsSi na osnovu karakteristic¢nih proizvoda,
kao 3to su nitriti i S-nitrosotioli (proizvodi NO® sa vodom, odnosno
tiolima) 1 hidroksilamin (proizvod reakcije HNO/NO  sa tiolima)
(Odeljak 2.4.3.2).

NO, NO i ©NO  se mogu posmatrati 1 kao analozi redoks formi
kiseonika: 0,, 0,~ i 0,°". Medutim, za razliku od superoksid anjon
radikala (0,"7) koji reakcijom dismutacije daje 0, i 0,7 (H,0,), NO sam
ne podleZe reakciji dismutacije. Azot monoksid pokazuje jak afinitet
za jone prelaznih metala, pri ¢emu nastaju metal-nitrozil kompleksi.
Azot monoksid, kompleksiran =za metalni jon, moZe Dbiti (rede)
neutralan ili pak, u zavisnosti od toga da 1i se u datom kompleksu
NO ponaSa kao donor ili akceptor elektrona u odnosu na metalni jon,
pokazivati (ve¢i 1ili manji) karakter nitrozonijum (NO")  odnosno
nitroksilnog (NO") jona (Odeljak 2.4) (Slika 19).

Cinjenica da je agregiranje, nitrovanje i inaktivacija MnSOD nadena
u raznim oboljenjima za koja Jje karakteristic¢an oksidativni stres 1
povec¢ana produkcija NO (Odeljak 2.3.1.3) ukazuje da je ovaj enzim
meta za RNOS. Pretpostavili smo da bi superoksid dismutaze mogle da
pokazuju sposobnost vezivanja NO, te da bi NO vezan za metalni
centar u enzimu mogao imati (u zavisnosti od redoks stanja metalnog
centra) NO' i/ili NO karakter. Nastala(e) reaktivne vrste bi mogle
in situ reagovati sa aminokiselinskim ostacima, $to ¢e za posledicu
imati inaktivaciju enzima. Zbog toga smo u ovom radu ispitivali
sposobnost sve tri klase SOD: Cu/ZnSOD, MnSOD, FeSOD (E.coli) i
FeSOD (P.leiognathi) da izvrSe transformaciju NO, u NO" i/ili NO~
vrste, a potom smo na primeru MnSOD (E.coli) detaljnije izucavali
prirodu hemijskih modifikacija enzima izazvanih generisanim

reaktivnim vrstama. DosSli smo do potpuno novog saznanja da MnSOD 1i



FeSOD, za razliku od Cu/ZnSOD, katalizuju transformaciju NO u NO' 1
NO~ vrste (2NO — NO® + NO) 1 predloZili naziv dismutacija NO za ovu

metal-posredovanu redoks transformaciju azot monoksida.

Zbog znacaja NO' i HNO/NO~ vrsta za NO-posredovane procese (Odeljak
2.4.3) tragali smo za drugim metalnim centrima koji bi mogli da
katalizuju dismutaciju NO u bioloskim sistemima. Po3li smo od
pretpostavke da je "slobodno" gvozde (joni Fe®t i Fe’ u biolodkim
sistemima kompleksirani u nestabilne komplekse male molekulske mase,

ili labilno vezani za proteine) najpodesnije za ova istrazivanja.

Dobro je utvrdeno da "slobodno" gvoZde reaguje sa NO u bioloskim
sistemima, pri c¢emu nastaju dinitrozil kompleksi (DNIC), tipa
(NO*) ,Fe (I)L, Hemijski eksperimenti su pokazali da DNIC nastaju u
neutralnim rastvorima Fe(II), NO i niza anjonskih liganada (L),
ukljucujué¢i aminokiseline, peptide 1 proteine (Odeljak 2.4). U
bioloskim sistemima su detektovani DNIC sa tiolnim ligandima
(Odeljak 2.3.1.2). NO grupe u DNIC male molekulske mase imaju
karakter nitrozonijum (NOY) jona, Sto omogucuje reakciju
S-nitrozilovanja. Pokazano je da tragovi gvozda, prisutni u
neutralnim rastvorima tiola male molekulske mase i azot monoksida,
kao 1 "slobodno" gvoZde katalizuju DNIC-inicirano S-nitrozilovanje
(Odeljak 2.3.1.2 i Odeljak 2.4). S obzirom da mehanizam nastajanja
DNIC obuhvata i redukciju NO u HNO/NO~ (Odeljak 2.4), pretpostavili
smo da tragovi gvozda u hemijskim, odnosno "slobodno" gvozZzde u

bioloskim sistemima mogu da katalizuju reakciju dismutacije NO.

U ovom radu smo pros3irili ranija istraZivanja u kojima Jje DNIC
inicirana transformacija NO u NO" demonstrirana nastajanjem RSNO u
neutralnim rastvorima NO, tiola male molekulske mase (cistein, GSH)
i katalitic¢kih kolic¢ina Fe(II) (Vanin et al., 1997; Vanin, 1998;
Vanin et al., 2002) na nastajanje hidroksilamina (karakteristicnog
proizvoda HNO/NO~ u reakciji sa tiolima) (Odeljak 2.4.3.3). Pored
toga ispitivali smo efekte bioloSki relevantnih anjonskih liganada,
kao Sto su proteinski tioli, mokraé¢na kiselina 1 aminokiseline, na
dismutaciju NO katalizovanu jonima gvoZda. Aminokiseline su Siroko
rasprostranjene u bioloskim sistemima, a mokraéna kiselina, koja je
anjon na fizioloSkom pH (i zbog toga potencijalni ligand za DNIC!),
je Jjedan od najvaznijih 1liganada za "slobodno" gvozde (Odeljak
2.3.1.2).

Potencijalni bioloski znacaj dobijenih rezultata proverili smo u ex

vivo eksperimentima u kojima smo koristili cerebrospinalnu tecdnost



(CSF) zdravih osoba 1 osoba obolelih od sporadié¢nog oblika
amiotrofic¢ne lateralne skleroze (SALS) . CSF sadrzi "slobodno"
gvozde, MnSOD, tragove GSH 1 znatne koli¢ine niskomolekulskih
anjonskih konstituenata, kao Sto su aminokiseline i mokrac¢na
kiselina (Lentner, 1981), koji su potencijalni ligandi za DNIC. Azot
monoksid se generiSe u mozgu pod normalnim uslovima, a njegova
produkcija Jje povecana u raznim neurodegenerativnim oboljenjima,
ukljucujué¢i i amiotrofiénu lateralnu sklerozu (Odeljak 2.2.2).
Nadeno je da je MnSOD Jjedini nitrovani protein (Odeljak 2.3.1.3),
dok su metaboliti azot monoksida, nitrit i 3-nitrotirozin, povecani
u cerebrospinalnoj teénosti pacijenata obolelih od neuro-
degenerativnih oboljenja, kao Sto je amiotroficna lateralna skleroza
(SALS) (Odeljak 2.2.2). Zbog svega navedenog moZe se pretpostaviti
da NO iz mozdanog tkiva difunduje u CSF, gde podleZze dismutaciji
katalizovanoj "slobodnim" gvozdem i (eventualno) MnSOD, Sto
doprinosi nastajanju navedenih metabolita NO. Nivo antioksidanasa
(proteinske SH grupe, urat i askorbat koji su efikasni hvatadi NO™ i
HNO/NO~ vrsta) se razlikuje kod pacijenata obolelih od
neurodegenerativnih oboljenja (Odeljak 2.2.2), S8to moZe da utice
kako na stepen tako 1 na efekte dismutacije NO katalizovane
"slobodnim" gvozZzdem. Zbog toga smo prvo analizirali navedene
antioksidante u CSF uzorcima zdravih osoba 1 osoba obolelih od
amiotroficne lateralne skleroze, a potom smo analizirali proizvode 1
efekte NO dismutacije u CSF wuzorcima, nakon njihovog ex vivo

inkubiranja sa azot monoksidom.

3.1 MnSOD (E.coli) i1 FeSOD, ali ne Cu/ZnSOD,
katalizuju dismutaciju NO u NO' i NO  vrste

U ovom radu su kori8é¢eni wuzorci Cu/ZnSOD (Bovine), MnSOD 1 FeSOD
(E.coli) 1 FeSOD (P.leiognathi) (Odeljci 2.3.1.3 i 4.1), koji su
tretirani azot monoksidom pod striktno anaerobnim uslovima.
Sposobnost enzima da katalizuje transformaciju NO u NO" odnosno NO~
pra¢ena Jje na osnovu odredivanja karakteristiénih proizvoda ovih
reaktivnih vrsta: nitrita, proizvoda reakcije NO® sa vodom, i (u
prisustvu dodatog cisteina) hidroksilamina, proizvoda reakcije
HNO/NO~ sa tiolima (Odeljak 2.4.3.2 i 2.4.3.3). Modifikacije enzima
su detektovane na osnovu elektroforetskih ispitivanja i odredivanija
boénih ostataka pojedinih aminokiselina. Posebna paZnja Jje posvecena
detektovanju nitrovanja ostataka tirozina u MnSOD tretiranoj azot

monoksidom.



3.1.1 NO izaziva 1reverzibilnu inaktivaciju MnSOD 1
FeSOD, ali ne 1 Cu/ZnSOD

Deaerisani (argonom tretirani) rastvori enzima u fosfatnom puferu
neutralnog pH, u koji je dodata 0,5 mM EDTA radi kompleksiranja jona
gvozda prisutnih kao oneciséenje u rastvoru (Odeljak 4.5), zasiceni
su gasovitim NO (Odeljak 4.6) i  inkubirani tokom razlicd¢itih
vremenskih intervala (15 min. do 6 sati) na sobnoj temperaturi.
Nakon inkubiranja, wvi3ak NO Jje odstranjen propusStanjem argona kroz
sistem, u sveZe-tretiranim uzorcima Jje odredivana aktivnost enzima
(Odeljak 4.7), a preostali rastvori su zamrznuti (=20 °C) i

korisc¢eni po potrebi u daljem radu.

Rezultati analize specifiéne aktivnosti (U/mg proteina) SOD nakon
tretiranja enzima azot monoksidom u vremenskim intervalima od 15
minuta do 6 sati prikazani su u tabeli 5, a procentualno smanjenije

aktivnosti pod istim uslovima paralelno je prikazano i1 na slici 27.

Tabela 5. Odredivanje specifi&ne aktivnosti SOD (U/mg proteina) nakon
tretiranja uzoraka enzima azot monoksidom.

+NO(0) +NO(@15) +NO(60") +NO (180") +NO (360"

FeSOD (P.leiognathi) 564 = 25 412 £ 22 384 + 20 310+ 20 113 +13
FeSOD (E.coli) 415+ 20 394 17 336 + 19 220+12 62 £ 10
MnSOD (E.coli) 1930 + 34 1287 + 38 1197 + 30 1029 £ 25 301 +16

Cu/ZnSOD (Goveda) 5652 + 52 5612 + 36 5604 + 27 5595 + 23 5539+ 18

Rastvori enzima (3-5 puM po monomeru) u 50 mM kalijum fosfatnom puferu pH 7,4 koji je
sadrzavao 0,5 mM EDTA su deaerisani provodenjem argona, a potom izloZeni =zasicenom
rastvoru NO (oko 1,7 mM) (Bonner & Stedman, 1996). Nakon navedenih vremenskih
intervala, visSak NO je odstranjen propuStanjem argona kroz sistem 1 aktivnost u
uzorcima odredena je kao Sto Jje opisano u Eksperimentalnom delu (Odelijak 4.7).

Rezultati su prikazani kao YiSD; n = 5.
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Slika 27. 1Inaktivacija SOD u zavisnosti od vremena izlaganja NO: (@) FeSOD (P.

leiognathi); (M) MnSOD (E. coli); (+) FeSOD (E. coli),; (x) goveda Cu/zZnSOD. Strelicom
je oznaceno vreme u kojem je =zabelezen najved¢i pad aktivnosti enzima. Rastvori

enzima (3-5 pM po monomeru) u 50 mM kalijum fosfatnom puferu pH 7,4 koji je
sadrzavao 0,5 mM EDTA su deaerisani provodenjem argona, a potom izloZeni =zasicenom
rastvoru NO (oko 1,7 mM) (Bonner & Stedman, 1996). Nakon navedenih vremenskih
intervala, visak NO je odstranjen propusStanjem argona kroz sistem 1 aktivnost u
uzorcima odredena je kao Sto je opisano u Eksperimentalnom delu (Odeljak 4.7).

Aktivnost kontrolnih uzoraka, koji su umesto sa NO tretirani argonom
pod istim uslovima, neznatno se smanjila: posle 6 sati aktivnost
Cu/ZnSOD se smanjila za za 6%, a aktivnosti MnSOD i FeSOD za oko
10%. Iz tabele 5 i sa slike 27 wvidi se da Cu/ZnSOD ne pokazuje
znac¢ajnu promenu aktivnosti, <&ak 1 posle Sest sati inkubiranja u
zasic¢enom rastvoru NO (smanjenje aktivnosti je svega 2% u odnosu na
kontrolni wuzorak). Neosetljivost Cu/ZnSOD na NO se moZe objasniti
time da enzimi sa jonima bakra u aktivnim centru ne vezuju NO (Wever
et al., 1973).

Aktivnosti MnSOD (E.coli) 1 FeSOD (P.leiognathi) se znatno smanjila
nakon inkubiranja sa NO: posle Sest sati inkubiranja sa NO aktivnost
ovih enzima je pala na oko 15% od kontrolne vrednosti. Aktivnosti
enzima MnSOD (E.coli) i FeSOD (P.leiognathi), ali ne 1 FeSOD
(E.coli) najbrZze su opale (za oko 30%) tokom prvih 15 minuta
tretiranja sa NO. Slic¢ni rezultati su dobijeni sa enzimskim
preparatima koji su pokazivali razlic¢ite specific¢ne aktivnosti (na
primer u slucd¢aju MnSOD (E.coli), od 3120 do 960 U/mg) .

3.1.2 MnSOD 1 FeSOD katalizuju konverziju
(dismutaciju) NO u NO' i NO~ vrste

Generisanje NO' u uzorcima SOD tretiranim azot monoksidom je dokazano

na osnovu nastajanja nitrita: proizvoda reakcije NO' sa vodom
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(Odeljak 2.4.3.2). Da je generisanje NO' praé¢eno stvaranjem NO  vrste
dokazano je odredivanjem hidroksilamina u reakcionoj smesSi u kojoj
je pre izlaganja NO dodat cistein (Odeljak 2.4.3.3). Rezultati
odredivanja nitrita i hidroksilamina u rastvorima MnSOD tretiranih

azot monoksidom prikazani su na slici 28.
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Slika 28. Produkcija nitrita (A) i hidroksilamina (@) u MnSOD (E.coli) (5 uM po
monomeru) tretiranoj sa NO (1,7 mM). Hidroksilamin je odredivan u reakcionoj smesi
u koju je dodat cistein (1 mM) pre izlaganja NO. Za eksperimentalne uslove videti
legendu ispod slike 27. Rezultati su dati kao X +SD; n=5.

Sa slike 28 se vidi da je brzina nastajanje ovih proizvoda najveca
tokom prvih 15 minuta izlaganja uzoraka enzima azot monoksidu. Ovaj
efekat se moZe objasniti pretpostavkom da se deo generisanih NO' i
NO™ vrsta tro3i (u sporijim) reakcijama sa aminokiselinskim ostacima
molekula enzima (Odeljak 3.1.3). Modifikacije boénih ostataka
aminokiselina objasnjavaju ireversibilnu prirodu inaktivacije SOD

pod uticajem NO.

Poredenjem koli¢ine nastalih nitrita (do 200 pM) i hidroksilamina
(do 50 uM) (Slika 28) sa koli¢inom SOD u reakcionoj sme3i (5 uM po
monomeru) vidi se da je reakcija transformacije NO u NO" i NO~ vrste
kataliticke prirode. Neophodnost prisustva metalnog centra u enzimu
za redoks transformaciju NO potvrdena Jje eksperimentima u kojima je
pod istim wuslovima apoMnSOD (Niketi¢ et al., 1999) izloZena azot
monoksidu. U ovim eksperimentima nisu detektovane ni =znacajne
kolic¢ine nitrita i hidroksilamina, niti modifikacije bo¢nih

aminokiselinskih ostataka u enzimu (Odeljak 3.1.3).

Poznato Jje da, nasuprot O, 7, sam NO ne ©pokazuje sposobnost

dismutacije (Odeljak 2.4.3). Na osnovu svega izlozZzenog proizilazi da



MnSOD (E.coli) i FeSOD katalizuje konverziju NO u NO' i NO~ vrste.
Pretpostavili smo kataliticki mehanizam ove reakcije (Sema 5, Slika
29) analogan sa katalitic¢kim mehanizmom dismutacije O~ (Slika 15,
Odeljak 2.3.1.3). Zbog toga smo predlozili naziv "dismutacija NO" za
ovu metal-posredovanu katalitic¢ku konverziju NO u NO' i NO~ wvrste
(Niketi¢ et al., 1998).

Me®" + NO —> Me®" +NO*| | Me**+0,"—> Me?' +0,
Me?* + NO —» Me®*" + NO’ Me?* + 0,” + 2H'—> Me*" + H,0,
INO —> NO'+NO 20, +2H" —> H,0,+0,

Sema 5. Dismutacije O, u 0, i H,0, katalizovana jonima metala i1 analogna reakcija
dismutacije NO u NO' i NO~ vrste.

OH OH
mO(Asp) (His)N .O(Asp)
(His)N——Me>* + NO " Me**
\N(His) o=t ‘ \N(His)
N(His) N(His)

NH,OH H20
HSR NO
OH, OH,

(HSN,,, ‘ wO(Asp) wO(Asp)
PLICY < N0 (HigN——me?
o=~ ‘ \N(His) N(His)

N (His) N (His)

Slika 29. Pretpostavljeni mehanizam katalize dismutacije NO wuz pomoé MnSOD
(E.coli) i FeSOD.

3.1.3 Inaktivacija MnSOD (E.coli) 1 FeSOD posledica
je ekstenzivnih modifikacija molekula enzima
Fragmentacija polipeptidnog niza 1 modifikacije amino grupa
Elektroforegrami (PAGE i SDS-PAGE) uzoraka Cu/zZnSOD tretiranih azot

monoksidom nisu se razlikovali od elektroforegrama kontrolnih

uzoraka, Sto potvrduje da pri izlaganju NO nije do3lo do strukturnih



promena u molekulu Cu/ZnSOD. Medutim, elektroforetske analize
pokazuju da reaktivne NO' i NO~ vrste, generisane pri tretiranju
MnSOD (E.coli) i FeSOD azot monoksidom, izazivaju ekstenzivne
modifikacije molekula enzima. PAGE (na pH 8,8) tretiranih enzima
pokazuje trake znatno wvec¢ih pokretljivosti u odnosu na trake
detektovane u kontrolnim uzorcima (Slika 30). Ovo se moZe objasniti
reakcijom generisanih NO* i NO~ vrsta sa amino grupama iz proteina
(Odeljak 2.4.3). Analizom amino grupa (Odeljak 4.16) u MnSOD nadeno
je 15,85 = 0,68 po molekulu MnSOD monomera, S$to odgovara zbiru amino
grupa iz slobodne N-terminalne o-amino grupe i 15 ostataka lizina u
aminokiselinskoj sekvenci MnSOD (Slika 32). Posle tretiranja azot
monoksidom broj slobodnih amino grupa Jje opao na 10,12 * 0,51 po

monomeru MnSOD.
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Slika 30. PaAGE elektroforegram uzoraka MnSOD (E.coli) 1 FeSOD (P.leiognathi)
izlozenih NO (15 i 180 min) u poredeniju sa kontrolom (0). Za eksperimentalne uslove
videti legendu ispod tabele 5 1 slike 27. Alikvoti uzoraka (5 pM po monomeru) su
nanes$eni na plocu, a izazivanje je vrSeno bojenjem sa srebrom (Odeljak 4.19).

SDS PAGE (20% gel) elektroforegram MnSOD (E.coli) i FeSOD
(P.leiognathi) tretiranih azot monoksidom pokazuju, pored glavne
trake koja odgovara SOD monomeru, prisustvo traka (20-30% od ukupnog
enzima) koje odgovaraju polipeptidnim nizovima manjih (8-18 kDa)
molekulskih masa (Slika 31). Prisustvo ovih traka nije zapaZeno u

FeSOD (E.coli) tretiranoj azot monoksidom.
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Slika 31. SDS-PAGE (20% gel) elektroforegram uzoraka MnSOD (E.coli) i FeSOD
(P.leiognathi) izloZenih NO (E+NO) u poredenju sa kontrolom koja nije tretirana sa
NO (E). Uzorci enzima (5 pM po monomeru) su inkubirani sa NO tokom 15 minuta, pod
eksperimentalnim uslovima datim u legendi ispod tabele 5 i slike 27. Alikvoti (5 ug
proteina) su nanesSeni na plocu, i bojenje je vrsSeno srebrom (Odeljak 4.19).

Na osnovu molekulskih masa fragmenata moZe se pretpostaviti da do
fragmentacije molekula SOD dolazi na mestu histidinskih ostataka u
aktivnom centru enzima (Odeljak 2.3.1.3). Izracunate molekulske mase
fragmenata, koji bi nastali raskidanjem polipeptidnog niza na
ostacima histidina u aktivnom mestu enzima (Slika 32) iznose od 20
do 3 kDa, 3to je u dobrom slaganju sa rezultatima SDS-PAGE sa slike
31. Fragmenti molekulske mase manje od 8 kDa nisu detektovani SDS-

elektroforezom, verovatno usled njihovog malog prinosa i1 male mase.

SYTLPSLPYA YDALEPHFDK QTMEIHHTKH{HQTYVNNANA ALESLPEFAN
LPVEELITKL DQLPADKKTYV LRNNAGGHAN "HSLFWKGLKK GTTLQGDLKA
AIERDFGSVD NFKAEFEKAA ASRFGSGWAW LVLKGDKLAV VSTANQDSPL
MGEAISGASG FPIMGLDVWE HAYYLKFQNR RPDYIKEFWN VVNWDEAAAR
FAAKK

His - 171

Slika 32. Aminokiselinska sekvenca MnSOD (E.coli) sa obeleZfenim ostacima His
koji se koordinuju za metal u aktivnom centru.

Fragmentacija polipeptidnog niza na ostacima histidina u aktivnom

centru enzima moZe se objasniti dejstvom NO' po analogiji sa dobro
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poznatom reakcijom fragmentacije polipeptidnog niza na ostacima
histidina sa Br" (Slika 33) (Spande et al., 1970).

Cinjenica da do fragmentacije polipeptidnog niza dolazi u MnSOD, ali
ne u FeSOD (E.coli) je iznenadujuca, s obzirom na velike slic¢nosti u
strukturi ova dva enzima (45% identic¢ne sekvence) 1 identicnost
aktivnih mesta ova dva enzima (Odeljak 2.3.1.3). Oc¢igledno ove
razlike u ponaSanju enzima potic¢u od finijih razlika u njihovim

strukturama.

NHR
NH— CO— H.O NHCO—
Br 2 Br
—_— + RNH-
H H H H z
N \( NH NY NH
(Br) (Br)
[2] [3]
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V | 2 2
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Slika 33. Fragmentacija polipeptidnog niza na ostacima histidina izazvana sa Br’
(iz N-bromosukcinimida - NBS): (a) minorni put, [1] — [4]; (b) glavni put [1], [5]

— [8] (Spande et al., 1970).



Nitrovanje 1 oksidacija ostataka tirozina u MnSOD (E.coli)
tretiranoj azot monoksidom

Prisustvo ostataka 3-nitrotirozina detektovano Jje na osnovu
karakteristi¢nog maksimuma na 428 nm (u alkalnoj sredini) u
apsorpcionom spektru MnSOD tretirane azot monoksidom (Slika 34)
(Riordan & Vallee, 1972b) . Ovo Jje potvrdeno 1 HPLC analizom
hidrolizovanih uzoraka (Stojanovi¢é et al., 2005) . Nitrovanije
ostataka tirozina u MnSOD, u zavisnosti od vremena izloZenosti azot
monoksidu, prikazano je na slici 35. Na istoj slici je prikazano i
odredivanije nitrita u reakcionoj sme$i, <¢&ije nastajanje prati

nitrovanje enzima.
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Slika 34. Uv/VIS epektar uzoraka MnSOD (E.coli) pre (--) i posle tretiranja enzima
azot monoksidom (—). Uzorci MnSOD (5 pM po monomeru) su tretirani azot monoksidom

tokom 15 minuta pod uslovima datim u legendi ispod tabele 5 i slike 27. pH rastvora
je pre snimanja spektra pode3eno na 9 dodatkom 1 M NaOH (Odeljak 4.14). Strelicom
je oznacCen maksimum na 428 nm, karakteristidan za 3-nitrotirozin (Riordan & Vallee,
1972b) .

Sa slike 35 se vidi da je nitrovanje MnSOD spor proces: maksimalno 1
ostatak nitrotirozina u MnSOD se nitruje nakon duzeg (24 sata)
inkubiranja enzima sa NO. Sa slike 35 se takode vidi da su kolicine
nitrita nastale u reakcionoj smesi u dobroj korelaciji sa

nitrovanjem ostataka tirozina u enzimu.
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Slika 35. Nitrovanje ostataka tirozina u MnSOD (®) i nastajanje nitrita (O) u

zavisnosti od vremena inkubiranja sa NO. Rastvor MnSOD (15 puM po monomeru) inkubiran
je sa NO pod eksperimentalnim uslovima datim u legendi ispod tabele 5 i slike 27.
3-nitrotirozin je odredivan spektrofotometrijski (Odeljak 4.14). Vrednosti na

grafiku su prikazane kao X+SD;: n = 3.

3,3'-Ditirozin pokazuje u vodenom rastvoru pH 9 karakteristican
fluorescentni spektar sa ekscitacijom na 325 nm i emisijom na 410 nm
(Anderson, 1966; Lehrer & Fasman, 1967). Uzorak MnSOD tretiran azot
monoksidom pokazivao Jje fluorescentni spektar navedenih
karakteristika (Slika 36), na osnovu c¢ega Je zakljuc¢eno da Jje
nitrovanje ostataka tirozina u enzimu prac¢eno oksidacijom ostataka

tirozina do 3,3'-ditirozina.
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Slika 36. Fluorescentni spektar uzoraka MnSOD (E.coli) pre (--) 1 posle (—)

inkubiranja sa NO. Enzim (15 puM po monomeru) Jje inkubiran sa NO tokom 15 minuta pri
eksperimentalnim uslovima datim u legendi ispod tabele 5 i slike 27. pH rastvora
enzima je podesSen na 9, dodatkom 1M NaOH; ekscitacija na 325 nm, emisija na 410 nm.
Relativna fluorescencija je izraZena u odnosu na pufer.
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Nastajanje 3,3'-ditirozina =zahteva povezivanje 2 ostatka tirozina
koji se nalaze na povrsini molekula enzima, Sto ¢e imati =za
posledicu nastajanje dimera. Zaista, SDS-PAGE (12% gel) MnSOD
(E.coli) inkubirane sa NO pokazuje, pored glavne trake koja odgovara
monomeru MnSOD (23 kDa), traku veée molekulske mase (46 kDa) koja

odgovara dimeru enzima (Slika 37).

o=

1 2
Slika 37. SDS-PAGE (12% gel) elektroforegram uzoraka MnSOD (E.coli) pre (1) i

posle (2) inkubiranja sa NO. Uzorci MnSOD (15 puM po monomeru) inkubirani su sa NO
tokom 15 minuta pod eksperimentalnim uslovima datim u legendi ispod tabele 5 i

slike 27. Alikvoti rastvora (8 pg proteina) su naneSeni na plocu, a izazivanje je
vrSeno bojenjem sa srebrom (Odeljak 4.19).

Opisani rezultati wukazuju da u rastvoru MnSOD inkubirane sa NO
nastaju reaktivne vrste sposobne da nitruju 1 oksiduju ostatke
tirozina u molekulu enzima. Mehanizmi ovih reakcija ne mogu se za
sada sa sigurnoséu objasniti. Poznato Jje da oksidi azota nastali
autooksidacijom azot monoksida mogu da izazovu nitrovanje ostataka
tirozina (Odeljak 2.4.4). Cinjenica da u apoMnSOD (Odeljak 4.2)
inkubiranoj sa NO, nije detektovan 3-nitrotirozin ukazuje da pod
primenjenim, striktno anaerobnim eksperimentalnim uslovima ne
nastaju NO, koji bi mogli da nitruju enzim. Reakcijom NO' sa fenolima
nastaje C-nitrozo proizvod, koji moZe biti oksidovan do nitro
derivata (Odeljak 2.4.3.2). Medutim, ovaj reakcioni mehanizam za
nitrovanje ostataka tirozina, pod primenjenim striktno anaerobnim
uslovima, nije verovatan, zbog odsustva oksidanasa potrebnih za

oksidaciju nitrozo derivata.

Sve Jje viSe dokaza koji ukazuju na biolo3ki relevantne mehanizme
nitrovanja tirozina koji se =zasnivaju na oksidaciji nitrita u NO;-
(Odeljak 2.4.4). Polaze¢i od ¢injenice da u rastvorima MnSOD
inkubiranim sa NO nastaju znac¢ajne koli¢ine nitrita (Slika 35)
pretpostavili smo da reakcijom nitrita sa NO', vezanim za Jjon

mangana, U aktivnom centru enzima moze da nastane NO,* (Reakcije 44 -
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46) . Nastali NO,* ¢e, prema reakcionim mehanizmima opisanim u odeljku
2.4.4 (Slika 25), izazvati nitrovanje ostataka tirozina u

3-nitrotirozin i oksidaciju do 3,3'-ditirozina.

Mn*" + NO ,, Mn?"---NO* (Reakcija 44)
Mn®*-*NO* + NO,” ,, Mn®"+-*NO-**NO,- (Reakcija 45)
Mn®"+--NO ,, Mn’" + NO~ (Reakcija 46)

Kandidat za nitrovanje je visoko konzervirani ostatak tirozina-34
koji se nalazi nekoliko angstrema udaljen od metalnog centra u MnSOD
(Slika 14). Kovalentno vezivanje dva ostatka tirozina u
3,3'-ditirozin moZe verovatno da nastane izmedu ostataka Tyrl84 koji
se nalaze na povrd3ini molekula MnSOD, medusobno udaljeni svega
nekoliko angstrema (Edwards et al., 1998).

3.2 Dismutacija NO katalizovana jonima gvozda

U ovom odeljku Dbic¢e prikazani rezultati na3%ih istrazivanja
dismutacije NO katalizovane Jjonima gvozda. U ovom radu smo ranija
istrazivanja, u kojima je DNIC-inicirana transformacija NO u NO'
demonstrirana nastajanjem RSNO u neutralnim rastvorima NO, tiola
male molekulske mase (cistein, GSH) i katalitidkih kolicdina Fe?
(Vanin et al., 1997; Vanin, 1998; Vanin et al., 2002), prosSirili na
nastajanje hidroksilamina (karakteristi¢nog reakcionog proizvoda
HNO/NO~ sa tiolima) (Odeljak 2.4.3.3). Pored toga ispitivali smo
efekte bioloski relevantnih anjonskih liganada, kao Sto su
proteinski tioli, mokraéna kiselina 1 aminokiseline, na dismutaciju
NO katalizovanu Jjonima gvozda. -SH grupe iz proteina se smatraju
dominantnim ligandima za DNIC u bioloSkim sistemima (Odeljak
2.3.1.2). Aminokiseline, koje takode mogu biti ligandi u DNIC tipu
kompleksa (Odeljak 2.4.3.1), su Siroko rasprostranjene u bioloSkim
sistemima, a mokrac¢na kiselina, koja je anjon na fizioloSkom pH (i
zbog toga potencijalni ligand =za DNIC!), Jje Jjedan od najvaznijih

liganada za "slobodno" gvozde (Odeljak 2.3.1.2).

3.2.1. Dismutacija NO katalizovana Jjonima gvozda u
prisustvu cisteina, GSH i1 proteinskih —-SH grupa

Da bismo utvrdili da 1li Jjoni gvozda u prisustvu cisteina i GSH
katalizuju dismutaciju NO u NO" i NO~ vrste, neutralni rastvori ovih

tiola (u 50 mM kalijum fosfatnom puferu koji je sadrzavao 1 pPM jona



gvozda) inkubirani su sa azot monoksidom pod anaerobnim uslovima, a
potom su u reakcionoj smesi odredivani hidroksilamin, RSNO i nitrit,
karakteristi&ni proizvodi NO~, odnosno NO' vrsta (Odeljak 2.4.3.2 i
2.4.3.3). Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 6.

Tabela 6. odredivanje hidroksilamina, RSNO i nitrita u rastvorima jona gvozda i
GSH ili cisteina inkubiranih sa NO.

NH,OH RSNO NO,
(M) (M) (M)
GSH / Fe** (1 uM) n.d. 14+3 26+4
GSH / Fe** (5 uM) n.d. 66+5 51+5
Cys / Fe*" (1 pM) 46+0,6 n.d. 317 + 14
Cys / Fe*" (5 uM) 16,2+0,8 n.d. 1090 + 73

U deaerisane rastvore GSH, ili cisteina (250 uM) u 50 mM kalijum fosfatnom puferu pH
7,4 koji je sadrzavao 1 puM jona gvozda, ili je gvozde dodato u rastvor do krajnje
koncentracije od 5 pM, uvoden je gasoviti NO tokom 15 minuta (koncentracija NO u
zasi¢enom rastvoru = 1,7 mM) (Bonner & Stedman, 1996), posle &ega je NO odstranjen
propustanjem argona. Hidroksilamin, RSNO i nitrit su odredivani u reakcionoj smesi

kao S5to je opisano u odeljcima 4.8, 4.9 i 4.11. Vrednosti su prikazane kao X+SD;

n = 3. *n.d. ispod granice detekcije.

Nakon 15 minuta inkubiranja rastvora GSH i Jjona gvozda izreagovalo
je 40% SH grupa iz GSH, uz nastajanje GSNO i1 nitrita (Tabela 6).
Medutim, hidroksilamin nije detektovan u ovoj reakcionoj sme3i. Pod
identi¢nim eksperimentalnim uslovima izreagovalo je 90% SH grupa
cisteina, dok je u reakcionoj smeSi naden hidroksilamin i znacajno
vec¢a kolic¢ina nitrita, u poredenju sa kolic¢inom nadenom u reakcionoj
smesi sa GSH (Tabela 6). Zbog brzog razlaganja, katalizovanog Jjonima
gvozda (Vanin et al., 1997), Cys-NO zaostao u reakcionoj sme3i nije

bilo mogucé¢e odrediti primenjenom metodom u ovom radu (Odeljak 4.11).

Povec¢anje koncentracije tiola (do 1000 pM) nije znacajno uticala na
povecanje prinosa proizvoda (hidroksilamina, nitrozotiola i nitrita)
(Slika 38). Medutim, povecanje koncentracije jona gvozda, sa polazne
(1 pM) na 5 pM, rezultovalo je u nastajanju znacajno vecih prinosa
proizvoda u oba ispitivana sistema (Tabela 6). Dodatak 0,25 mM
o-fenantrolina, selektivnog helatora za Fe?" (Vanin et al., 1997),
pre izlaganja reakcione smeSe azot monoksidu, doveo je do potpunog
blokiranja nastajanja GSNO 1 hidroksilamina, 1 znacajnog smanjenja
produkcije nitrita (13 £ 3 puM (n=9)). Ovi rezultati jasno ukazuju da
joni gvozda katalizuju dismutaciju NO u NO° i NO  vrste. Mala
koli¢ina nitrita (13 = 3 uM (n=9)), detektovana u rastvorima

inkubiranim sa NO u prisustvu o-fenantrolina, verovatno potic¢e od
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oksidacije azot monoksida tragovima kiseonika zaostalog u reakcionoj

smesi.

3.2.2 Efekat wurata na dismutaciju NO katalizovanu
jonima gvozda

Smatra se da je mokrac¢na kiselina Jjedan od najvaznijih liganada za
vezivanje "slobodnog" gvozda (Davies et al., 1986; Halliwell &
Gutteridge, 1999). Na fiziolosSkom pH mokraéna kiselina Jje potpuno
disosovana do urata. DNIC kompleksi sa uratom nisu poznati, ali moze
se pretpostaviti da wurat kao anjon u neutralnom rastvoru moZe da
bude ligand =za labilne nitrozil komplekse DNIC tipa (Odeljak
2.4.3.1). S druge strane SH grupe iz proteina 1 glutationa,
dominantnog niskomolekulskog tiola u biolosSkim Ssistemima,
predstavljaju ligande za DNIC u DbioloSkim sistemima (Odeljak
2.3.1.2). Zbog toga smo u daljem radu ispitivali efekat urata na
dismutaciju NO katalizovanu Jjonima gvoZda u prisustvu GSH 1

proteinskih —-SH grupa.

U reakcionoj smesi, dobijenoj nakon inkubiranja rastvora glutationa,
jona gvozda 1 mokraéne kiseline sa azot monoksidom, nadeni su 1,5 do
3 puta vecé¢i prinosi GSNO, a detektovan je 1 hidroksilamin (Slika
38A). ZapaZeno Jje da pri ovim uslovima dolazi do raspadanja urata,
dok wviSak GSH, koji je reaktivniji od urata, u reakcijama sa NO' i
NO™ vrstama, S$titi urat od raspadanja (Slika 38B). Opisani rezultati
ukazuju na dvojaku ulogu mokraé¢ne kiseline. Prvo, mokrac¢na kiselina
moZe da bude ligand za nitrozil komplekse gvoZda DNIC tipa i to cak
u prisustvu GSH koji se smatra dominantnim niskomolekulskim tiolnim
ligandom za DNIC u biolo3kim sistemima (Odeljak 2.3.1.2). Drugo,

mokraé¢na kiselina je efikasan hvatac¢ generisanih RNOS.

U daljim eksperimentima pokazano je da se mokraé¢na kiselina na isti
nacin ponaSa u prisustvu proteinskih tiola, dominantnih liganada za
DNIC u bioloskim sistemima (Odeljak 2.3.1.2). U ovim eksperimentima
su kao izvor tiola koriséeni proteini sa slobodnim -SH grupama kao
Sto su BSA 1 humani globin (dobijen nakon odvajanja hema od

hemoglobina) .
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Slika 38. (A) Efekat urata na dismutaciju NO katalizovanu jonima gvozda u
prisustvu GSH; (+-O-) GSNO nastao u rastvorima jona gvozda 1 GSH inkubiranim sa NO;
(O) GSNO, (A) nitrit i (@) hidroksilamin nastao u rastvorima Jjona gvoZida i
mokraé¢ne kiseline u prisustvu razlic¢itih koncentracija GSH, nakon njihove

inkubacije sa NO; (B) Razlaganje urata (M) i smanjenje SH grupa iz GSH (0O)
izrazeni su kao procenat od pocetne koncentracije. Argonom tretirani rastvori GSH
(0-200 pM) sa i bez urata (40 puM), u 50mM kalijum fosfatnom puferu pH 7,4 koji Je

sadrZzavao 1 puM jona gvozZda, zasic¢eni su azot monoksidom i inkubirani na 22 + 2 °C
tokom 15 minuta. Posle odstranjivanja NO argonom, reakcioni proizvodi su odredeni

kao Sto je opisano u Eksperimentalnom delu. Svaka tacka predstavlja YiSD; n = 3.

BSA sadrzi jednu slobodnu SH grupu po molekulu proteina, ali Je
sadrZaj SH grupa u komercijalnim preparatima BSA niZi (za oko 40%)
od teorijske vrednosti (na primer Boese et al., 1995). U rastvoru
BSA (180 puM) u 50 mM kalijum fosfatnom puferu, koji je sadrzavao 5
UM jona gvozda, nakon inkubiranja sa =zasi¢enim rastvorom NO nije
detektovano ni nastajanje S-nitrozotiola, niti hidroksilamina.
Medutim, kada je pre inkubiranja sa NO u rastvor dodat urat (200 pM)
nadeno Jje da Jje 15% cisteinskih ostataka u BSA (0,4 mol/mol BSA)

S-nitrozilovano, a detektovan je i hidroksilamin (16 uM).
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Molekul humanog hemoglobina sadrZzi reaktivnu SH grupu iz ostatka
cisteina (-93. Da Dbismo izbegli efekte wvezivanja NO =za hem u
hemoglobinu (Odeljak 2.3.1.1) u ovim eksperimentima smo koristili
globin od kojeg smo prethodno pazljivo odvojili hem (Odeljak 4.3). U
rastvoru humanog globina (1,1 mM) u 50 mM kalijum fosfatnom puferu
koji je sadrzavao 5 puM jona gvozda, nakon inkubiranja sa zasidéenim
rastvorom NO nije detektovano ni nastajanje S-nitrozotiola, niti
hidroksilamina. Medutim, kada Jje pre inkubiranja sa NO u rastvor
dodat wurat (200 pM) nadeno je 166 uM S-nitrosotiola (0,2 mol/mol
globina), a detektovan Jje i hidroksilamin (85 uM) . PAGE
elektroforegram (Slika 39) wuzoraka globina tretiranih sa NO u
prusustvu jona gvozda 1 urata pokazuju prisustvo niza traka vece
pokretljivosti u odnosu na kontrolni uzorak koji je tretiran sa NO,
ali bez dodatka urata. Ovi rezultati ukazuju da RNOS generisane u
prisustvu urata reaguju sa amino grupama iz proteina, Sto izaziva
promene u naelektrisanju 1 omoguéuje razdvajanje modifikovanih

proteina.
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Slika 39. PAGE elektroforegram uzoraka globina inkubiranih sa NO bez (1) i sa (2)
dodatkom urata. Poredenja radi dati su i wuzorci hemoglobina (3) 1 hemoglobina
tretiranog sa NO (4). Argonom tretirani rastvor globina (1,1 mM) sa i bez urata
(400 uM) u 50 mM kalijum fosfatnom puferu pH 7,4 koji je sadrzavao 5 uM jona gvozda,

zasic¢en Jje azot monoksidom i inkubiran na 22 + 2 °C tokom 20 minuta, nakon &ega je
NO odstranjen argonom. Rastvori hemoglobina (2,7 mM) tretirani su na isti nac¢in. Na

ploc¢u su naneti alikvoti uzoraka (8 pg proteina), a izazivanje je vr3eno bojenjem
srebrom (Odeljak 4.19).

Opisani rezultati ukazuju da u prisustvu proteinskih -SH grupa ne
nastaju nitrozil kompleksi gvozda koji katalizuju dismutaciju NO, te
da se urat efikasno "takmic¢i" sa proteinskim -SH grupama =za jone
gvozda u rastvoru, 3Sto rezultuje u nastajanju nestabilnih nitrozil

kompleksa DNIC tipa, odnosno dismutaciji NO (Slika 22).



Preliminarno karakterisanje raspadnih proizvoda urata

Mokraé¢na kiselina se lako oksiduje, pri <&emu nastaju alantoin,
imidazoltrion i urea (Halliwell & Gutteridge, 1999). Reakcionu smesu
dobijenu nakon inkubiranja rastvora mokracé¢ne kiseline 1 Jjona gvozda
sa NO analizirali smo na prisustvo uree primenom ureaze, alantoina
poredenjem UV 1 NMR spektra reakcione smese sa standardom alantoina.

Ni jedan od ovih sastojaka nije detektovan u reakcionoj smeSi.

Na osnovu MS spektra detektovali smo prisustvo tri proizvoda u
reakcionoj sme8i: molekulskog Jjona m/z: 118, m/z: 158 i m/z: 178
(Slika 40). Na osnovu MS spektra sa slike 40 moZe se zakljucditi da
ni jedan od nastalih proizvoda ne odgovara reakcionom nitrozo/nitro
derivatu mokraéne kiseline, koji nastaje u reakciji mokracne

kiseline sa peroksinitritom (Skinner et al., 1998).
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Slika 40. Maseni spektar liofilizovanog uzorka koji je sadrzavao mokraénu kiselinu

(400 pM) 1 Fe?t (1 uM) u destilovanoj vodi na 22 +* 2 °C, tokom 90 minuta. Za
eksperimentalne detalje videti legendu ispod tabele 5.

Prve indikacije o prirodi proizvoda nastalih u rastvorima mokracéne
kiseline 1 jona gvoZda inkubiranim sa NO dobijeni su na osnovu UV-
VIS spektra. U UV-VIS spektru rastvora tiola, mokraéne kiseline i
jona gvozda =zapazZza se smanjenje apsorpcionog maksimuma na 280 nm
koji potice od mokraéne kiseline, a pojavljuje se karakteristicni
"talasasti" pik izmedu 320 1 400 nm, sa maksimumom na oko 360 nm
(Slika 41). Identic¢an spektar se dobija 1 kada se rastvor, koji
sadrzi samo mokraé¢nu kiselinu i jone gvozda, inkubira sa NO. Ovakav
spektar je karakteristic¢an za nitrozo derivate (Zhang et al., 1996),

Sto ukazuje na prisustvo ovakvih derivata u reakcionoj smesi. Ovo je

- 70 -



potvrdeno 1 analizom IC spektra reakcione smese (Slika 42), na kojem

1

se uocCava prisustvo trake na 1385 cm ™ koja Jje pripisana N-nitrozo

grupi (N-NO), na 1638 cm' koja Jje pripisana O-nitrozo (0O-NO),
C-nitrozo (C-NO) 1/ili karbonilnoj (C=0) grupi (Lee et al., 2002).
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Slika 41. UV/VIS apsorpcioni spektar rastvora mokraéne kiseline (20 uM) u 50 mM

T
300 350

kalijum fosfatnom puferu pH 7,4 koji je sadrzavao 1 puM jona gvozda pre (--) 1 posle
(—) inkubiranja sa NO. Za eksperimentalne detalje videti legendu ispod tabele 5.
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Slika 42. 1Cc spektar uzorka reakcione smede (liofilizovane sa KBr) dobijene

inkubiranjem rastvora mokracé¢ne kiseline (400 uM) i Fet

(1 pM) u destilovanoj vodi
na 22 £ 2 °C, tokom 90 minuta sa NO. Za eksperimentalne detalje videti legendu ispod

tabele 5.



3.2.3 Dismutacija NO katalizovana Jjonima gvozda u
prisustvu aminokiselina

-SH grupe 1z proteina 1 GSH se smatraju dominantnim ligandima =za
DNIC u bioloskim sistemima (Odeljak 2.3.1.2), dok se aminokiseline,
koje takode mogu biti 1ligandi u DNIC tipu kompleksa (Odeljak
2.4.3.1), nalaze u visokim koncentracijama u pojedinim bioloSkim
Sistemima. Zbog toga smo u naSa istrazivanja ukljuc¢ili 1 ispitivanje
efekta aminokiselina na dismutaciju NO katalizovanu jonima gvozda. U
ovim eksperimentima smo odredivali proizvode NO® i NO~ wvrsta, RSNO,
nitrit, odnosno hidroksilamin, u rastvorima koji su pored
katalitic¢kih koli¢ina jona gvoZda, GSH 1i/ili proteinskih tiola
(BSA), sadrzavali predstavnike aminokiselina, nakon njihovog
inkubiranja sa NO. Pored toga, reakcionu smesSu, dobijenu nakon
inkubiranja rastvora tirozina 1 Jjona gvoZda sa NO, analizirali smo
na prisustvo 3-nitrotrozina 1 3,3'-ditirozina.

Tabela 7. odredivanje hidroksilamina, GSNO i nitrita u rastvorima Jjona gvozda,
aminokiselina i GSH inkubiranih sa NO.

NH,0H GSNO NO,

(M) [(ILY)] (M)

GSH / Fe** n.d. 14 +3 26+4

GlIn/ GSH / Fe** 3,1+£0,6 10+1 255+ 12

His / GSH / Fe** 25+0,5 8+1 178+8

Tyr / GSH / Fe** 30+05 8+1 190 + 10
Deaerisani rastvori GSH (20 uM), 1 navedenih aminokiselina (20 puM) u 50 mM kalijum
fosfatnom puferu pH 7,4, koji je sadrzavao 1 puM jona gvozda, inkubirani su sa
zasi¢enim rastvorom NO (= 1,7 mM) tokom 15 minuta, posle c&ega Jje NO odstranjen
argonom. Hidroksilamin, RSNO 1 nitrit su odredivani u reakcionoj smesi kao 3to je
opisano u Eksperimentalnom delu (4.8, 4.9 i 4.11). Vrednosti su prikazane kao

X+SD; n = 5. n.d. ispod granice detekcije.

Iz tabele 7 se vidi da dodatak aminokiselina u reakcionu sme3u koja
sadrZi Jjone gvoZda 1 GSH pre uvodenja NO dovodi do nastajanja
hidroksilamina, kao i do znac¢ajno vec¢ih kolic¢ina GSNO i nitrita u
odnosu na kontrolu bez aminokiselina. U rastvorima u koje Jje pre
uvodenja NO dodata EDTA (0,5 mM) nisu nadene merljive kolic&ine RSNO,
nitrita, a ni hidroksilamina. Ovi rezultati ukazuju da amino-
kiseline, koje grade mnogo manje stabilne DNIC komplekse u odnosu na
DNIC sa GSH (Odeljak 2.4.3.1), pokazuju efekte na dismutaciju NO

sli¢ne napred opisanim efektima mokraéne kiseline.



Pri inkubiranju rastvora BSA i jona gvozda sa NO nije primec¢eno ni
nastajanje S-nitrozotiola niti hidroksilamina.

Sli¢éno efektu urata
(Odeljak 3.2.2),

dodatak aminokiselina u reakcionu smesu BSA i jona
gvozda pre inkubiranja sa NO rezultovao Jje u S-nitrozovanju BSA 1

nastajanju hidroksilamina. Tako je pri inkubiranju BSA (50 uM) u 50

mM kalijum fosfatnom puferu koji je sadrZavao 1 uM jona gvozda i 100
uM glutamina, nakon inkubiranja sa NO,

nadeno 7,6 puM RSNO 1 8,3 uM
hidroksilamina.

Nitrovanje 1 oksidacija tirozina

Apsorpcioni spektar reakcione smeSe dobijene nakon inkubiranija
neutralnog rastvora tirozina i katalitic¢kih
koncentracija Jjona gvozda (Slika 43) Dbio

3-nitrotirozin (Riordan & Vallee, 1972Db).

(mikromolarnih)
je karakteristic¢an =za
Prisustvo 3-nitrotirozina
je potvrdeno i HPLC analizom. Primera radi, pri inkubiraniju 20 uM
tirozina u prisustvu 1 pM jona gvoizda,
15 minuta, nadeno je 0,7 %

/\2&0—

u zasic¢enom rastvoru NO tokom

+ 0,2 uM 3-nitrotirozina.
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Slika 43. Uv/VIS spektar rastvora tirozina 1 Jjona gvoZda pre (--) i posle

inkubiranja sa NO (—). Rastvor tirozina (20 uM), u kalijum fosfatnom puferu pH 7,4

koji Jje sadrzavao Jjone gvozda (1 uM), inkubiran je sa NO tokom 15 minuta pod
uslovima datim u legendi ispod tabele 5 i slike 27. pH rastvora je pre snimanja
spektra podeSen na 9 dodatkom 1 M NaOH (Odeljak 4.14). Strelicom je oznacen
maksimum na 428 nm karakteristican za 3-nitrotirozin (Riordan & Vallee, 1972b).



Prisustvo 3,3 -ditirozina u reakcionoj sme$i utvrdeno Jje na osnovu

karakteristic¢nog fluorescentnog spektra (Slika 44).

100

Relativna fluorescencija (%)

0 Y7777
360 380 400 420 440 460 480 500
A (nm)
Slika 44. Fluorescentni spektar rastvora tirozina i jona gvozda pre (--) i posle
inkubiranja sa NO (—). Rastvor tirozina (20 uM), u kalijum fosfatnom puferu pH 7,4
koji je sadrzavao Jjone gvozda (1 pM), inkubiran je sa NO tokom 15 minuta pod

uslovima datim u legendi ispod tabele 5 i slike 27. Rastvoru enzima je podeSen pH
na 9, ekscitacija na 325 nm, emisija na 410 nm. Relativna fluorescencija Jje
izrazena u odnosu na pufer.

3.2.4 Mehanizmi dismutacije NO katalizovane Jjonima
gvozda

Rezultati opisani u prethodnim odeljcima su u skladu sa ranijim
studijama koje su pokazale da u anaerobnim uslovima joni gvoZda u
prisustvu niskomolekulskih, ali ne 1 proteinskih tiola katalizuju
nastajanje S-nitrozotiola (Boese et al., 1995; Vanin et al., 1997;
Vanin, 1998). Ove studije su pokazale, da nastajanju RSNO pod
navedenim wuslovima prethodi nastajanje DNIC (Vanin et al., 1997)
(Slika 22). NasSi rezultati u potpunosti potvrduju da Jje nastajanje
DNIC kompleksa povezano sa disproporcionisanjem NO do HNO/NO~, koji
reakcijom sa slobodnim SH grupama daje hidroksilamin (Slika 22).
Iznenadujuc¢e Jje, da Jje pri primenjenim uslovima, hidroksilamin
detektovan samo u reakcionim smesama koje su sadrZavale samo
cistein, ali ne 1 samo GSH 1ili proteinske tiole. Medutim, =znatne
koli¢ine hidroksilamina su nadene u reakcionim smeSama koje su
sadrzavale GSH 1ili proteinske tiole, u kombinaciji sa mokrac¢nom
kiselinom ili sa aminokiselinama. U skladu sa prethodnim studijama

koje su pokazale da razni anjoni mogu da sluzZze kao ligandi =za DNIC



komplekse, pretpostavili smo da nastajanje hidroksilamina, zajedno
sa povec¢anom produkcijom nitrita i RSNO u prisusustvu mokracéne
kiseline (Odeljak 3.2.2), predstavlja indirektne dokaze da urat moZe
da sluzi kao ligand u nestabilnim nitrozil kompleksima gvozZzda tipa
DNIC.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se pretpostaviti da
disproporcionisanje NO, katalizovano Jjonima gvozZda, zavisi od
stabilnosti DNIC, tj. da Jje kapacitet Jjona gvozda da katalizuju
dismutaciju NO u obrnutoj srazmeri sa stabilnoséu DNIC. NaSa
hipoteza je da pri disproporcionisanju NO, do kojeg dolazi pri
nastajanju DNIC, pored intermedijernog oslobadanja HNO/NO~ (Vanin et
al., 1997; Vanin 1998; Vanin et al., 2002), dolazi i do direktne
reakcije "slobodnog" NO sa koordinovanim NO, pri ¢&emu nastaje N0
(Reakcija I na slici 22) (McCleverty, 1979). Ovaj proces izgleda da
je dominantniji pri nastajanju stabilnijih DNIC, kao Sto su DNIC sa
GSH i proteinskim -SH grupama (Mulsch et al., 1991). DNIC se raspada
na Fe?’, NO, ligande i NO" (Vanin et al., 1997; Vanin, 1998). NO'
reaguje sa vodom dajuéi nitrite (reakcija NO' jona sa bilo kojim
drugim nukleofilom osim sa vodom malo je verovatna (Butler et al.,
1995) (Slika 22, Reakcije II). Molekuli wvode (ili preciznije OH"
joni) mogu takode direktno da napadnu nitrozonijum ligand u DNIC,
inicirajué¢i njegovu transformaciju u nitrit, Sto dovodi do
raspadanja kompleksa (Vanin et al., 2002). Tioli su u jakoj
kompeticiji sa molekulima vode za nitrozonijum ligande u DNIC i mogu
da ih wvezuju dajué¢i RSNO (Vanin et al., 2002) (Slika 22, Reakcije
IT1).

DNIC moze ponovo da nastane iz regenerisanih jona gvozda, liganada i
preostalog NO, sto dovodi do josS jednog ciklusa disproporcionisanija
NO (Slika 22). Tako, znatno vec¢e kolic¢ine hidroksilamina, GSNO i
nitrita (odnosno indirektno NO® i NO~ wvrsta), koje su nadene u
rastvorima koji su sadrzavali cistein, mokraénu kiselinu ili
aminokiseline nakon njihovog inkubiranja sa NO, u odnosu na rastvore
koji su sadrzavali samo GSH, reflektuje relativno veliku stabilnost

DNIC sa GSH, odnosno proteinskim -SH grupama (Mulsch et al., 1995).

Mehanizam koji smo predlozili za nitrovanje ostataka tirozina u
MnSOD zasniva se na reakciji NO' grupe iz mangan-nitrozil kompleksa
sa nitritima iz reakcione smeSe, pri c¢emu nastaje NO,', za koji Je
poznato da izaziva nitrovanje 1 oksidaciju tirozina (Odeljak 3.1.3).
Zbog toga smo pretpostavili da bi i NO' grupe iz DNIC kompleksa

(Slika 22) mogle da se ponaSaju na slic¢an nacin, te da u reakciji sa



nitritima 1z reakcione sme$e nagrade NO,', koji potom, na dobro
poznati nacin (Odeljak 2.4.4), izaziva nitrovanje tirozina u

3-nitrotirozin i njegovu oksidaciju do ditirozina.

3.3 "Slobodno" gvozde u cerebrospinalnoj tecnosti
(CSF) katalizuje dismutaciju NO u NO" i NO~ vrste

Potencijalni bioloski  znacaj rezultata opisanih u prethodnim
odeljcima proverili smo u ex vivo eksperimentima u kojima smo
koristili cerebrospinalnu tednost (CSF) zdravih osoba 1 osoba
obolelih od sporadié¢nog oblika amiotrofic¢ne lateralne skleroze
(SALS) . CSF sadrzi "slobodno" gvozde, MnSOD, tragove GSH 1 znatne
koli¢ine niskomolekulskih anjonskih  konstituenata kao 3to su
aminokiseline i mokradéna kiselina (Lentner, 1981), koji su
potencijalni ligandi za DNIC. Azot monoksid se generise u mozgu pod
normalnim wuslovima, a njegova produkcija Jje povecana u raznim
neurodegenerativnim oboljenjima, ukljucujuci i amiotroficnu
lateralnu sklerozu (Odeljak 2.2.2). Nadeno je da su metaboliti azot
monoksida, nitrit i 3-nitrotirozin, pove¢ani u CSF-u pacijenata
obolelih od SALS-a (Odeljak 2.2.2), a MnSOD je 3jedini nitrovani
protein u CSF-u (Odeljak 2.3.1.3). Zbog svega navedenog, moZe se
pretpostaviti da NO iz mozdanog tkiva difunduje u CSF, gde podleze
dismutaciji NO katalizovanoj "slobodnim" gvoZdem 1 (eventualno)
MnSOD, Sto moZe da objasni nastajanje navedenih metabolita NO.
Pretpostavili smo da fine promene u sastavu antioksidanata u CSF-u,
kao sSto su proteinske SH grupe, urat i askorbat, koji mogu biti
potencijalni ligandi za komplekse DNIC tipa i/ili efikasni hvataci
NO® i HNO/NO~, vrsta mogu da utidu na dismutaciju NO katalizovanu
"slobodnim" gvozZzdem. Zbog toga smo prvo analizirali navedene
antioksidante u CSF-u, a potom smo analizirali proizvode i efekte NO
dismutacije u normalnom CSF-u i CSF-u pacijenata obolelih od SALS-a,

nakon njihovog ex vivo inkubiranja sa azot monoksidom.

3.3.1 Analiza sadrzaja proteina, -SH grupa, urata 1
askorbata u CSF zdravih osoba 1 osoba obolelih od
amiotrofic¢ne lateralne skleroze (SALS)

U odnosu na vrednosti nadene u kontrolnim uzorcima CSF-a, sadrZaj
ukupnih proteina, -SH grupa 1 urata =znacajno Jje povecan, dok Je
sadrzaj askorbata znac¢ajno smanjen u uzorcima CSF-u osoba obolelih

od SALS-a, korisé¢enih u ovom radu (Tabela 8). Povelane vrednosti za



proteine 1 urat u saglasnosti su sa nalazima drugih autora (Leonardi
et al., 1984; Stover et al., 1997), dok je smanjen nivo askorbata
suprotan nalazima drugih autora (Reiber et al., 1993; Paraskevas et
al., 1997). CSF kontrolnih uzoraka, kao 1 pacijenata obolelih od
SALS-a, ne sadrze cistein, a sadrzaj glutationa je manji od 0,1 uM
(Tohgi et al., 1999b), sSto ukazuje da -SH grupe u CSF-u potic¢u od

proteina.

Tabela 8. Analiza proteina, -SH grupa, urata i askorbata u CSF-u.

Sastojak Kontrolni CSF CSF (SALS)
Proteini 0,32 £ 0,04 g/L 0,43 +0,05" g/L
-SH grupe 13,3+0,7 uM 234+28 uM
Urat 18,3+ 0,7 uM 454 £2,1" uM
Askorbat 127,0+5,8 uM 96,8 +2,6" uM

Rezultati su prikazani kao X+SD; n = 10. *Statisti&ki znac¢ajna razlika (p<0,05) u
poredenju sa vrednostima u kontrolnom CSF.

3.3.2 Dismutacija NO u CSF uzorcima inkubiranim ex
vivo sa NO

Da bismo wutvrdili da 1i "slobodno" gvozde u CSF-u katalizuje
dismutaciju NO u NO" i HNO/NO~ vrste, odredivali smo nitrite, RSNO i
hidroksilamin u wuzorcima CSF-a zdravih osoba, sa 1 Dbez dodatka
o-fenantrolina, selektivnog helatora =za Fe?* (Vanin, 1998), nakon
njihovog inkubiranja sa NO pod anaerobnim uslovima (Slika 45, Tabela
9). Sa slike 45 se vidi da posle 15 minuta izlaganja uzoraka CSF
azot monoksidu nastaje oko 4 uM S-nitrozotiola i oko 2 uM
hidroksilamina. U prvih 15 minuta reakcije nastaje 1 najveca
koli¢ina nitrita, dok je nakon toga brzina nastajanja nitrita znatno
smanjena (Slika 45). Vazno je ista¢i da je kolic¢ina nastalog nitrita
znatno veca od prinosa reakcionih proizvoda sa tiolima, S$to ukazuje
da je kolicina nastalih NO' i NO~ vrsta znatno veéa od one koja bi se
dobila samo na osnovu odredivanja reakcionih proizvoda sa tiolima. U
slepoj probi, koja se sastojala samo od 50 mM kalijum fosfatnog
pufera pH 7,4 nadena Jje zanemarljiva (< 7 uM) kolic¢ina nitrita (koja
nastaje reakcijom NO sa tragova zaostalog kiseonika u sistemu), Sto
ukazuje da nitrit i S-nitrozotioli, nadeni u uzorcima CSF-a
inkubiranim sa NO, ne nastaju u znacajnoj meri reakcijom sa azotovim

oksidima (Odeljak 2.4.1). Nastajanje proizvoda (Slika 45) je skoro u



potpunosti (oko 90%) inhibirano u wuzorcima CSF-a u koje Jje pre
uvodenja NO dodat o-fenantrolin (250 puM) (Vanin, 1998). Svi navedeni
rezultati Jasno ukazuju da "slobodno" gvozde u CSF-u katalizuje

dismutaciju NO u NO" i NO vrste.
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Slika 45. Odredivanje S-nitrozotiola (O), hidroksilamina (@) i nitrita (A), u
uzorcima CSF-a tretiranim azot monoksidom. Uzorci CSF (1 mL) (Odeljak 4.4) su
pazljivo deaerisani propud3tanjem argona, a potom je u deaerisane uzorke uvoden NO i
uzorci ostavljeni u atmosferi NO od 15 minuta do 3 sata. Visak NO je odstranjen
provodenjem struje argona 1 navedeni proizvodi su odredivani kao Sto je opisano u

Eksperimentalnom delu (Odeljci 4.8, 4.9 i 4.11). Rezultati su prikazani kao YiSD;
n = 10.

Iz tabele 9 se vidi, da Jje posle inkubiranja sa NO, smanjenije
sadrZaja slobodnih -SH grupa, 1izraZeno u procentima, statisticdki
znacajno vec¢e u CSF uzorcima pacijenata obolelih od SALS, u odnosu
na kontrolne CSF uzorke. Vecé¢i prinos nitrozotiola i hidroksilamina u
CSF pacijenata tretiranim sa NO moZe se objasniti znac¢ajno vedim
sadrzajem -SH grupa u ovim uzorcima (Tabela 8). Iako -SH grupe u CSF
uzorcima inkubiranim sa NO nisu u potpunosti izreagovale sa
generisanim RNOS, u reakcionoj smeS$i nije zaostalo ni malo
askorbata, a zaostalo Jje malo urata (Tabela 9). Kako Jje
koncentracija askorbata u CSF uzorcima znatno veca od koncentracije
urata (Tabela 8) to je gubitak askorbata ve¢i od gubitka urata. Ovo
ukazuje da su askorbat i urat reaktivniji od tiola, u odnosu na RNOS
generisane dismutacijom NO. Znac¢ajno je napomenuti da u CSF uzorcima
inkubiranim sa NO nastaje 3-nitrotirozin, i to u statisticki

znacajno vecem prinosu u CSF uzorcima pacijenata (Tabela 9).



Tabela 9. Efekti dismutacije NO u kontrolnim CSF uzorcima i CSF uzorcima osoba
obolelih od SALS nakon njihovog ex vivo inkubiranja sa NO.

Sastojci Kontrolni CSF uzoreci CSF uzorci pacijenata

+NO +NO

(M) (M)
Preostale -SH grupe 6,1 + 0,6 (46%) 6,5+ 0,8 (28%)"
Nitriti 93,2%51 182,4 +£10,1"
RSNO 43%05 6,2+0,8"
NH,OH 1,9+0,3 2,7+03"
3-nitrotirozin 11,1+1,2 14,2+ 2,0
Preostali urat 0,8+ 0,2 (4%) 1,7 £ 0,4 (4%)"
Preostali askorbat n.d. n.d.

Inkubiranje CSF uzoraka sa NO je opisano u legendi ispod slike 45. Rezultati su
prikazani kao X+SD; n = 10. "Statistidki znacajna razlika (p<0,05) u poredenju sa
vrednostima u kontrolnom CSF. n.d. ispod granice detekcije.

UV/VIS spektar CSF uzoraka posle uvodenja NO (Slika 46) u potpunosti
odgovara spektru rastvora mokraé¢ne kiseline i jona gvozda tretiranom
sa NO (Slika 41). Ovi rezultati ukazuju da je mokraé¢na kiselina u
CSF-u efikasan "hvatac" generisanih RNOS, te da nastali proizvodi
odgovaraju proizvodima mokraé¢ne kiseline 1 RNOS generisanim u
rastvorima mokraéne kiseline i1 Jjona gvozda inkubiranih sa NO
(Odeljak 3.2.2).
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Slika 46. Uv/VIS apsorpcioni spektar kontrolnog CSF uzorka pre (--) i posle (—)
inkubiranja sa NO (15 minuta). Uslovi rada su dati u legendi ispod slike 45.
Spektri su snimljeni naspram 50 mM kalijum fosfatnog pufera pH 7,4.
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Ukratko, navedeni rezultati Jjasno pokazuju da "slobodno" gvoZde u
cerebrospinalnoj tecnosti efikasno katalizuju dismutaciju NO u NO' i
NO~ vrste. Nastale  RNOS reaguju sa  vodom, antioksidantima,
proteinskim -SH grupama, uratom 1 askorbatom, kao 1 tirozinom,
daju¢i 3-nitrotirozin. Ovi procesi se odvijaju u veloj meri u
cerebrospinalnoj teCnosti pacijenata obolelih od amiotroficéne

skleroze nego u kontrolnim uzorcima.

Efekti dodatka urata 1 askorbata na dismutaciju NO

Urat je potencijalni ligand za nestabilne nitrozil komplekse gvozZda
DNIC tipa (Odeljak 3.2.2 i 3.2.4). Urat 1 askorbat mogu da
kompleksiraju "slobodno" gvozde (Davies et al., 1986; Buettner &
Jurkiewicz, 1996) (Odeljak 2.3.1.2), a ponasaju se 1 kao efikasni
hvata¢i RNOS (Miranda et al., 2001). SadrZaj urata u CSF uzorcima
pacijenata obolelih od amiotrofiéne lateralne skleroze Jje povecan,
dok Jje sadrzZzaj askorbata smanjen (Tabela 8). Zbog toga smo u
kontrolne CSF uzorke dodali urat ili askorbat pre njihovog
inkubiranja sa NO, a potom smo odredivali reakcione proizvode
generisanih RNOS sa tiolima, kao i preostali urat i askorbat (Tabela
10). Iz tabele se vidi da dodatak urata u kontrolni CSF uzorak, pre
njegovog izlaganija azot monoksidu, izaziva povecanu produkciji RSNO
i hidroksilamina, dok dodatak askorbata znacdajno smanjuje nastajanije
ovih proizvoda. Ovi rezultati bi ukazivali da je urat dominantan
ligand za nitrozil komplekse sa "slobodnim" gvozZzdem u CSF uzorcima
koji omogucuju dismutaciju NO, dok Jje askorbat efikasniji "hvatac"
generisanih RNOS od urata. Koncentracija "slobodnog" gvoZzda u CSF-u
pacijenata obolelih od SALS se ne razlikuje znac¢ajno od
koncentracije nadene u normalnom CSF-u (Kjellin, 1967). Tako ¢e, od
nivoa urata u CSF wuzorcima u najvec¢oj meri =zavisiti kapacitet
"slobodnog" gvoZda da katalizuje dismutaciju NO u NO" i HNO/NO~
vrste, dok ¢e nivo askorbata, koji je najefikasniji hvatac
generisanih RNOS, uticati na prinos reakcionih proizvoda RNOS sa CSF

sastojcima.



Tabela 10. Efekti dodatka urata i askorbata u CSF uzorke pre inkubiranja sa NO.

Preostale SH RSNO Hidroksilamin  Preostali urat Preostali
grupe (%) (uM) (uM) (%) askorbat (%)
Kontrolni CSF 492 +4,0 41+05 1,7+04 5 n.d.
CSF + urat 211+38 6306 29404 10 -
CSF +askorbat ~ 609+38  28+04 1,0£03 ) 28

Inkubiranje CSF uzoraka sa NO Jje opisano u legendi ispod slike 45. Koncentracija SH
grupa u CSF uzorcima zdravih osoba (kontrolni uzorci) Jje bila 13,9 + 0,8 uM,
koncentracija urata 18,7 * 0,7 uM i askorbata 124,9 * 4,6 puM. U CSF uzorke Jje pre
inku@}ranja sa NO dodat urat (20*pM) ili askorbat (100 pM). Rezultati su prikazani
kao X +SD, od tri eksperimenta. Znacajna razlika (p < 0,05) u odnosu na vrednosti
u kontrolnim uzorcima inkubiranim sa NO bez dodatka urata i1li askorbata. n.d. ispod
granica detekcije.



4 EKSPERIMENTALNI DEO

4.1 Hemikalije 1 reagensi korisSc¢eni u ovom radu

Enzimi kori&éeni u ovom radu: MnSOD (E.coli), FesSOD (E.coli), FeSOD
(P.lefognathi), dobijeni su 1ljubazno3éu profesora M.Spasica i
profesora A.M.Michelsona. Enzimi su izolovani po postupcima opisanim
u literaturi: MnSOD (E.colil) (Keele et al., 1970), FesoD (E.coli)
(Slykhouse & Fee, 1976), FesSoD (P.lelognathi) (Puget & Michelson,
1974) . Goveda Cu/ZnSOD Jje Dbila proizvodaca Grunenthal Gmbh
(Stalberg). apoMnSOD Jje pripremljena po postupku 1z literature
(Quijano et al., 2001) (Odeljak 4.2). Sledec¢e hemikalije su bile od
Sigme: govedi serum albumin (BsSA), L-aminokiseline, mokracna
kiselina, askorbinska kiselina, 5,5'-ditiobis- (2-nitrobenzoeva
kiselina) (DTNB) , N-etil-maleimid (NEM) , o-fenantrolin, 2,4,6-
trinitrobenzensulfonska kiselina (TNBS) , naftilamin-hidrohlorid,
8-hidroksi-hinolin 1 sulfanilna kiselina. Test za odredivanje
mokraé¢ne kiseline "Menagent uric acid HF kit" bio Jje od firme
Menarini diagnostics (Italija). Sve ostale hemikalije su bile
najboljeg, p.a. kvaliteta, komercijalno dostupne. Za pripremu
rastvora koriséena Je 1ili dvostruko destilovana voda ili voda

prec¢iscena propusStanjem kroz Milipor-filtre.

4.2 Pripremanje apoMnSOD (E.colil) (Quijano et al.,
2001)

Vodeni rastvor MnSOD (E.coli) (15 uM po monomeru) je dijalizovan 20
sati naspram rastvora koji sadrzi: 20 mM 8-hidroksihinolin, 2,5 M
guanidin hlorid, 5 mM Tris i 0,1 mM EDTA na pH 3,8 i 4 °C. Nakon
dijalize potvrden Jje gubitak aktivnosti enzima metodom opisanom u
odeljku 4.7. Nakon toga, enzim je dijalizovan naspram 50 mM kalijum
fosfatnog pufera pH 7,4, odredena je njegova koncentracija (Odeljak

4.17) 1 zamrznut na -20 °C do upotrebe.

4.3 Odvajanje hema od globina (Ascoli et al., 1981)

U kivetu za centrifugovanje koja sadrzi 8 mL prethodno ohladenog
acetona (-20 °C) u kome se nalazi HCl1l (2,5 mL 2M HCl na 1 L acetona)
dodavan je u kapima rastvor hemoglobina (1-2%), dijalizovan naspram

destilovane vode, 1 ohladen na 4 °C, uz blago meSanje. Globin se



taloZzi u obliku belog pahuljic¢astog taloga. Uzorak je ostavljen na
-20 °C (2-3 sata), a globin Jje potom odvojen od acetonskog
supernatanta koji sadrZzi hem centrifugovanjem na 3000 o/min, tokom 5
minuta. Ovako pripremlijeni globin je koriscéen u daljim

eksperimentima.

4.4 Uzorci cerebrospinalne tecnosti

U ovom radu koriséeni su uzorci cerebrospinalne tecnosti zdravih
osoba 1 SALS pacijenata. Kontrolna grupa se sastojala od 16 osoba
(10 muskaraca i 6 Zena) starosne dobi 46,3 * 7,1 (X+SD) godina,
neuroloS8ki zdravih, sa dijagnozom: glavobolja, spondiloza vrata 1
lumbalna spondiloza. Dijagnoza SALS pacijenata ukljucuje klinicki
status prema kriterijumu Svetske NeuroloSke Federacije, Subkomitet
za MND (Motor Neuron Disease) (Brooks, 1994) . SALS grupa se
sastojala od 35 pacijenata (24 muSkaraca 1 11 Zena) starosne dobi
52,0 = 3,5 (X+SD) godina.

CSF uzorci su dobijeni ljubaznosSéu dr Zorice Stevié¢ iz Instituta za
neurologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu, a pripremljeni su
netraumatic¢nom lumbalnom punkcijom i odmah centrifugovani na 5000 g,
tokom 10 minuta, pri Cemu je supernatant odvojen i brzo zamrznut na
-20 °C do upotrebe.

4.5 Pripremanje rastvora Fe?’" i liganada

"Stok" rastvora Fe?" (10 mM) napravljen Jje rastvaranjem FeSO,:-7H,0 u
redestilovanoj vodi. pH rastvora je podes3en na 2,5 dodatkom 1M HC1.
Eksperimenti su izvodeni u 50 mM kalijum fosfatnom puferu (pH 7,4) u
kojem je koncentracija gvozda kao kontaminanta, odredena atomskom
apsorpcionom spektroskopijom, iznosila oko 1 pM (0,8-1,2 uM). Puferi
su pripremani u Milli-Q wvodi. U pufer su, neposredno pre izvodenja
eksperimenta, dodavani joni gvozda 1 odgovaraju¢i ligandi do Zeljene

koncentracije.

4.6 Inkubiranje uzoraka sa NO

Azot monoksid koriscéen u ovom radu pripremljen je prema
modifikovanom postupku Lee et al., (1994) . Sema aparature za

dobijanje 1 wuvodenje NO u uzorke prikazana Jje na slici 47. Crevo



(11i staklenu cev) na kapalici treba napuniti destilovanom wvodom pre
propusStanja argona kroz aparaturu da bi se istisnuo wvazduh iz tog
dela aparature, a potom u kapalicu dodati 50 mL 10% NaNO,. Ukoliko se
to ne bi uc¢inilo doslo bi do oksidacije NO vazduhom zaostalim u cevi
do NOy. U trogrli ("slifovan") Dbalon od 250 mL sipa se 50 mL 20%
FeSO; 1 50 mL koncentrovane HCl. Zatim se propusti argon kroz crevo A
2 sata da bi se istisnuo wvazduh iz rastvora 1 ostalih delova
aparature. Protok gasa treba da bude 2-3 mehuric¢a u sekundi. Protok
gasa se posmatra u epruveti za uzorak. Potom se argonom istisne
vazduh 1z creva B (potrebno je svega 2-3 minuta pri istom protoku
argona) . Protok gasa se usmerava okretanjem slavine C u Zeljenom
pravcu. Uvodenje argona kroz uzorak nastavlja se tokom 20 minuta pri
istim uslovima. Nakon ovog vremena, ukapava se 10% NaNO, u trogrli
balon, pri c¢emu nastaje NO. Brzina ukapavanja se podes3ava tako da
protok mehuric¢a kroz uzorak bude isti (2-3 u sekundi). Na taj nacin
se NO uvodi u uzorak 5 minuta, a zatim se zatvori slavina okretanjem
za 90° u bilo kom smeru. Pri ovim uslovima rastvor je potpuno zasiéen
sa NO (koncentracija NO u rastvoru je ~ 1,7 mM) (Bonner & Stedman,
1996) . Uzorak se zatim ostavi u atmosferi NO. ©Nakon odredenog
vremena NO se odstranjuje iz uzorka propustanjem argona tokom 10
minuta 1 odmah uzimaju alikvoti za odredivanje nitrita, SH grupa,
S—-nitrozotiola, hidroksilamina, urata 1 askorbata. Preostali uzorci
se c¢uvaju na -20 °C. Uzorci tretirani argonom, umesto sa NO,
upotrebljavani su kao kontrola. Slepa proba, koja je sadrzavala 50
mM kalijum fosfatni pufer, radena je paralelno sa uzorcima, da bi se
na osnovu odredivanja nitrita utvrdila kolic¢ina zaostalog kiseonika
u sistemu. Pod ovim anaerobnim uslovima u slepo]j probi je nadeno 6 =
3 pM nitrita (n = 12), i ova koli¢ina se =znacajno povec¢avala pri

produzenom inkubiraniju uzoraka sa NO.

Slika 47. Aparatura za dobijanje 1 uvodenje NO.
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4.7 Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaza
(Misra & Fridovich, 1972)

Metoda za odredivanje aktivnosti SOD koju smo koristili u ovom radu
zasniva se na autooksidaciji adrenalina pri kojoj se oslobada
superoksid anjon radikal 1 adrenohrom koji apsorbuje na 480 nm
(Reakcija 47). Brzina autooksidacije adrenalina odreduje se na
osnovu promene apsorbance rastvora na 480 nm. Kataliticka aktivnosti
enzima se odreduje na osnovu stepena inhibicije ove reakcije pomocu
SOD, koja katalizuje dismutaciju 0O, do O, i H,0, (Odeljak 2.3.1.3;
Reakcija 13) i tako sprec¢ava nastajanje adrenohroma. Brzina
autooksidacije adrenalina, odredena u odsustvu enzima, uzima se kao
referentna (kontrolna), a aktivnost enzima se odreduje na osnovu

smanjenja ove referentne vrednosti.

OH OH
HO 02 02> (6] \
TS
H,N-CH; _4H* N
HO @ ©0 o
. CH;
adrenalin adrenohrom

(Reakcija 47)

Postupak koji smo koristili sastoji se ukratko u sledecem:

U 3 mL 0,05 M karbonatnog pufera pH 10,2 dodati odredenu zapreminu
(10-80 uL) 3.10% M rastvora adrenalina u 0,02 M HC1l dok se ne
postigne promena apsorbance od 0,019 - 0,024 u minuti, tokom 4
minuta (promena apsorbance se prati spektrofometrijski na 480 nm).
Ukoliko Jje promena apsorbance ve¢a 1li manja, eksperiment se
ponavlja sa manjom, odnosno vedom zapreminom rastvora adrenalina.
Dobijena vrednost =za promenu apsorbance (brzine autooksidacije
adrenalina) predstavlja AK u jednac¢ini za izracunavanje aktivnosti
SOD. Brzina autooksidacije adrenalina u prisustvu SOD (AA) se dobija
tako 3to se merenje ponovi uz dodatak one koli¢ine SOD (0,3-0,5
mg/mL) koja <¢e izazvati smanjenje apsorbance na 0,010 - 0,014 u
minuti, tokom 4 minuta. Ukoliko Jje promena apsorbance vec¢a 1ili
manja, eksperiment se ponavlja sa vecéom, odnosno manjom zapreminom
rastvora SOD (V u jednacini za izracunavanje aktivnosti SOD). Ovako
odredene vrednosti za AK, AA, V, R 1 Cyor uvrstiti u jednac¢inu =za

odredivanje aktivnosti SOD.



Koli¢ina SOD izraZena je u jedinicama SOD aktivnosti po mg proteina:

_2(AK-AA) -R
AK -V - C

U/m

prot

AK - promena apsorbance u kontrolnoj probi u minuti
AA - promena apsorbance u uzorku sa enzimom u minuti
V - zapremina uzorka u mL

Corot — koncentracija proteina u mg/mL

R - razblaZenje uzorka

4.8 Odredivanje nitrita (Green et al., 1982)

U 1 mL uzorka dodati 20 uL 0,5% EDTA 1 energicé¢no promesati na
Vortex-meSalici. Zatim dodati 20 pL rastvora sulfanilne kiseline
(0,6 g sulfanilne kiseline rastvoriti u 70 mL destilovane vode uz
zagrevanje, u ohladen rastvor dodati 20 mL konc. HCl i dopuniti do
100 mL destilovanom vodom). Posle 10 minuta uzorku dodati 20 uL
rastvora l-naftilamin-hidrohlorida (rastvoriti 0,6 g naftilamina u
50 mL destilovane vode, dodati 1 mL konc. HC1 1 dopuniti
destilovanom vodom do 100 mL), promeSati, a zatim dodati 20 uM 2M
natrijum acetata i opet promesSati. Odmah nakon dodavanja
l-naftilamin-hidrohlorida 1 me$Sanja dodati rastvor natrijum acetata
i meriti apsorbancu na 520 nm. Koncentracija nitrita se ocCitava sa
odgovarajuc¢e standardne prave za nitrite. Standardna prava se

priprema svaki puta kada se pripremaju novi reagensi.

4.9 Odredivanje hidroksilamina (Arnelle & Stamler,
1996)

U 0,5 mL uzorka dodati 0,5 mL 1% 8-hidroksihinolina u apsolutnom
etanolu 1 energic¢no prome3ati na Vortex-meSalici. Zatim dodati oko
0,5 mL 1M natrijum karbonata tako da pH bude 11. Boja se razvija 60
minuta na sobnoj temperaturi nakon d&ega se meri apsorbanca na 700
nm. Koncentracija  hidroksilamina u uzorcima se oCitava sa
odgovarajuc¢e standardne prave za hidroksilamin. Standardna prava se

priprema svaki puta kada se pripremaju novi reagensi.



4.10 Odredivanje 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 pL 3 mM DTNB reagensa u 0,1 M kalijum fosfatnom puferu pH 7, 3.
Dobro promesati rastvor na Vortex-meSalici 1 meriti apsorbancu na
412 nm nakon 10 minuta (ili nakon duZeg vremena ako se apsorbanca
nije ustalila). Koncentracija SH-grupa se odreduje na osnovu

molarnog apsorpcionog koeficijenta (a = 14150 cm 'M7').

4.11 Odredivanje S-nitrozotiola (Stamler & Feelisch,
1996)

Odredivanie S-nitrozotiola Jje radeno na osnovu razlike u
koncentraciji nitrita pre (Odeljak 4.8) i posle dodavanja rastvora
HgCl,: u 750 pL ispitivanog rastvora dodati 750 pL 0,2% HgCl, (u
destilovanoj vodi) 1 rastvor ostaviti da stoji 10 minuta, nakon c&ega
se odreduju nitriti po gore opisanom postupku (Odeljak 4.8).
Alternativno se S-nitrozotioli odreduju tako Sto se, pre dodatka
rastvora HgCl,, u rastvoru wuklone nitriti pomoc¢u sulfamata po
slede¢em postupku: u 1 mL rastvora uzorka dodati 1 mL 0,2% amonijum
sulfamat (rastvoren u 50 mM HC1l), posle 10 minuta rastvor
neutralisati dodatkom 80 puL 1M NaOH.

4.12 Odredivanje mokracéne kiseline

Mokraé¢na kiselina Jje odredivana primenom komercijalnog testa

"Menagent uric acid HF kit" (Menarini diagnostics, Italy).

Princip metode se zasniva na oksidaciji mokracé¢ne kiseline u alantoin
pri c&emu se oslobada vodonik peroksid koji u prisustvu peroksidaze
sa 2,4-dihlorofenolsulfonatom i 4-aminofenazonom gradi kompleks
crvene boje, sa maksimumom apsorbance na 510 nm (Liddle et al.,
1959).

Postupak se sastoji u sledecem:

U 2 mL radnog reagensa (60 IU urikaza, 660 IU peroksidaza, 1 mM
aminofenazon, 4 mM 2,4-dihlorofenolsulfonat u 50 mM GOOD puferu pH
7,5) dodati 50 pL uzorka, dobro prome3ati i inkubirati 10 minuta na

sobnoj temperaturi. Nakon toga izmeriti apsorbancu na 510 nm.



Koncentracija mokraéne kiseline se o¢itava sa odgovarajuce

standardne prave.

4.13 Odredivanje askorbinske kiseline (Okamura, 1980)

Metoda se =zasniva na redukciji feri u fero jon pomoéu askorbata u
kiseloj sredini, pri cCemu se fero jon kupluje sa o,a -dipiridilom u
kompleks sa maksimumom apsorpcije na 525 nm. Ovom metodom se

odreduju zajedno askorbinska kiselina i dehidroaskorbinska kiselna.

Postupak se sastoji u sledecem:

U 0,2 mL uzorka dodati 0,2 mL 20 mM 2-merkaptoetanocla, 0,4 mL 0,15 M
natrijum fosfatnog pufera pH 7,4 1 ostaviti na sobnoj temperaturi
tokom 10 minuta. Zatim, dodati 0,2 mL 0,5% NEM, 1,0 mL 10% TCA, 0,8
mL 42% H3PO,, 0,8 mL 4% o,0 -dipiridila u 70% etanolu i 0,4 mL 3%
FeCl;. Intenzivno promesSati smesSu i inkubirati je 60 minuta na 37 °C.
Nakon toga oc¢itati apsorbancu na 525 nm. Postupak ponoviti sa
standardnim rastvorom askorbinske kiseline u intervalu koncentracija
od 10-100 uM, na osnovu kojih se konstruiSe standardna prava za

oCitavanje nepoznatih koncentracija.

4.14 Odredivanje 3-nitrotirozina spektrofotometrijski
(Riordan & Vallee, 1972b)

3-nitrotirozin se odreduje spektrofotometrijski tako Sto se ©pH
uzorka podesi dodatkom 1 M NaOH na 9. Pri tome treba voditi racuna o
razblaZenju uzorka. Snimi se spektar uzorka (3-NTYR ima
karakteristic¢an spektar u alkalnoj sredini sa maksimumom na 428 nm)
i potom odredi koncentracija na osnovu merenja absorbance na 428 nm.
Molarni apsorpcioni koeficijenat 3-nirotirozina na 428 nm Je
4200 cm ‘M.

4.15 Detektovanje ditirozina (MacMillan-Crow et al.,
1998)

Ditirozin Jje detektovan fluorimetrijski (Perkin-Elmer LS-5,
Luminescence Spectrometer) u vodenom rastvoru uzorka ¢iji je pH

dodatkom 1 M NaOH podesen na 9. Ekscitacija je izvedena na 325 nm, a



emisija prac¢ena na 410 nm. Prisustvo ditirozina je potvrdeno pojavom

karakteristic¢nog emisionog pika na 410 nm.

4.16 Odredivanje amino grupa (Fields, 1972)

Amino grupe su odredivane u reakciji sa TNBS (2,4,6-trinitro-
benzensulfonska kiselina) reagensom pri c¢emu nastali kompleksi sa

amino grupama daju maksimum apsorpcije na 420 nm.

Postupak se sastoji u sledecem:

U 0,5 mL uzorka dodati 0,5 mL 0,1 M boratnog pufera, 20 puL 1,1 M
TNBS rastvora 1 dobro promesati rastvor. Posle taéno 5 minuta
reakcija se zaustavlja dodatkom 2,0 mL 0,1 M NaH,PO,, koji sadrzi 1,5
mM Na,SO3 i1 izmeri apsorbanca na 420 nm. Koncentracija amino grupa se
odreduje na osnovu poznatih molarnih apsorpcionih koeficijenata za

TNP-¢ amino grupe (a = 19200 cm'M%).

4.17 Odredivanje proteina Bradfordovom metodom
(Bradford, 1976)

Rastvore proteina koji sadrze od 10 pg do 100 pg pipetirati u
epruvetu, i dopuniti sa rastvorom 0,15 M NaCl do zapremine od 0,1
mL. Dodati 5 mL reagensa (100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 u 50
mL 95% etanola. U taj rastvor dodati 100 mL 85% fosforne kiseline i
dopuniti destilovanom vodom do 1 L. Rastvor filtrirati.) 1 promesSati
na Vortex-meSalici. Posle 2 minuta, a pre Jjednog sata, ocitati
apsorbancu na 595 nm naspram slepe probe (0,1 mL odgovarajuceg
pufera u kome Jje rastvoren uzorak proteina i 5 mL reagensa).
Koncentracija proteina se oc¢itava sa odgovarajuée standardne prave
za proteine. Standardna prava, koriste¢i BSA, se priprema svaki put

kada se pripremaju novi reagensi.

4.18 MS i IC

Maseni spektri su snimani na masenom spektrometru Finnigan-Mat 8230
sa hemijskom jonizacijom (CI 150 eV), wuz izobutan kao Jjonizujuci

gas. Koriscé¢en je liofilizovani uzorak.

IC spektri su snimani pravljenjem KBr pilula od liofilizovanog

uzorka na Perkin-Elmer FT-IR 1785 spektrometru.



4.19 Elektroforetske tehnike
SDS-PAGE (Laemmli, 1970)

Za pripremanje 12% 1ili 20% poliakrilamidnog gela =za razdvajanje
koris¢eni su rastvori prikazani u tabeli 11, a kao gel za
koncentrovanje korisS¢en je 4% poliakrilamidni gel pripremljen od 4%
akrilamida i 2,7% bisakrilamida u 0,5 M Tris - HC1l puferu pH 6,8
koji sadrZzi 0,1% SDS, 0,05% w/v amonijumpersulfat i 0,05% v/v TEMED.
Kao elektrodni pufer koriséen Jje 0,025 M Tris pH 8,3 koji sadrzi
0,192 M Gly i 0,1% SDS. Na plocu Jje nano3eno po 20 uL uzorka
rastvorenog u puferu za uzorak (0,125M Tris - HCl pH 6,8 koji sadrizi
4% SDS, 20% Gly, 10% merkaptoetanol), koji je prethodno zagrejan 90
sekundi na kljucalom vodenom kupatilu, ili ostavljen u puferu =za
uzorak preko no¢i. SDS-PAGE Jje radena pri naponu od 160 V, Jjacini

struje od 30 mA, na 4 °C, tokom 2 sata.

Posle zavrSene elektroforeze, gel Jje 1ispran destilovanom vodom,

fiksirom, a potom ostavljen u fiksiru 15 minuta. Kao fiksir
koris¢ena je smeSa destilovane vode (500 mL), metanola (400 mL) i
sirc¢etne kiseline (100 mL). Za bojenje gela korisé¢ena je boja 0,25%
Coomassie Blue R - 250. Uzorci su obezbojavani 7% siréetnom

kiselinom u destilovanoj vodi.

Tabela 11. Pripremanje poliakrilamidnog gela (12% i 20%) za SDS-PAGE.

12% gel (mL) 20% gel (mL)
30% akrilamid/0,8% bisakrilamid 6,00 10,00
1,5 M Tris; 0,4% SDS; pH 8,8 3,75 3,75
H,O 5,25 0,75
10% amonijum persulfat 0,05 0,05
TEMED 0,01 0,01
PAGE
PAGE Jje radena na poliakrilamidnom gelu (Davis, 1964). Koriscéen Jje

10% poliakrilamidni gel, anodni pufer (63 mM Tris, 0,05 M HC1l, pH
7,47), katodni pufer (37,6 mM Tris, 40 mM Gly, pH 8,89). PAGE Ije
radena pri naponu od 160 V, jacini struje od 30 mA, na 4 °C, tokom 2
sata. Posle =zavrSene elektroforeze, gel Jje ispran destilovanom
vodom, fiksirom, a potom je ostavljen u rastvoru fiksira 15 minuta.
Kao fiksir koriSé¢ena je smeSa destilovane vode (500 mL), metanola

(400 mL) 1 sirc¢etne kiseline (100 mL). Za bojenje gela koriscéen je
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0,25% rastvor Coomassie Blue R - 250 u destilovanoj vodi.

Obezbojivac je 7% sircé¢etna kiselina.

Radi dodatne osetljivosti gel Jje Dbojen srebrom (Heukeshoven &

Dernick, 1985) po sledeé¢em postupku: gel je fiksiran 30 minuta u

rastvoru fiksira (50% metanol, 10% siréetna kiselina 1 40%
dest.voda), a potom Jjo$ 30 minuta u 10% glutaraldehidu (u
destilovanoj wvodi). Nakon fiksiranja gel Jje ispran nekoliko puta

destilovanom vodom u toku 30 minuta. Nakon toga gel Jje bojen
rastvorom srebro nitrata (3,5 mL konc. NH;OH, 42 mL 0,36% NaOH, 8 mL
19,4% AgNO;, destilovana voda do 200 mL) tokom 15 minuta. Posle
bojenja gel Jje ispran destilovanom vodom 5 puta po Jjedan minut.
Odmah nakon ispiranja gel je ostavljen u razvijac¢u (0,5 g natrijum
citrat, 0,5 mL 37% formaldehid, destilovana voda do 100 mL), a zatim
po postignutom Zeljenom intenzitetu boje (10 do 15 minuta) gel je
ispran destilovanom vodom i postavljen izmedu dva sloja celofana da
se osu$i. Ukoliko je gel prethodno bojen sa Coomassie Blue R - 250,
pre bojenja srebrom, gelovi su obezbojeni potapanjem u rastvor koji

sadrzi 7% sircéetne kiseline 1 5% metanola.

Po =zavrSetku bojenja gelovi su skenirani 1 dalje analizirani
primenom postupka razvijenog u nasSoj laboratoriji uz pomoé¢ programa
koji daje (i grafic¢ki  predstavlja) procentualne intenzitete

zatamnjenosti dobijenih traka.



5 DISKUSIJA

Dobro je utvrdeno da metalni centri u bioloskim sistemima
predstavljaju primarne mete za NO (Stamler et al., 1992b; Radi,
1996) . Rezultati opisani u ovoj tezi Jasno pokazuju da metalni
centri u bioloskim sistemima, kao Sto su MnSOD i "slobodno" gvoZzde,
ne samo da mogu da reaguju sa NO, nego mogu 1 da katalizuju
transformaciju NO u reaktivne NO® i HNO/NO~ vrste (2NO - NO' + NO7).
Podto su NO" i HNO/NO™ izuzetno reaktivni oni se ne mogu direktno
detektovati, nego se njihovo detektovanje vrdi na osnovu reakcije NO'
sa vodom u kojoj nastaju nitriti (NO') i reakcije sa tiolima
(prisutnim ili dodatim u reakcionu smesu) u kojima nastaju
S-nitrozotioli (NO') i hidroksilamin (HNO/NO”) (Odeljci 4.8 i 4.9).
Kako se NO', NO i NO  mogu posmatrati i kao analozi redoks formi
kiseonika: 0,, 0, i 0,2 (Stamler et al., 1992b) predlozili smo naziv
dismutacija NO, da bi se ova metal-posredovana redoks transformacija
NO razlikovala od drugih reakcija disproporcionisanja NO koje su
zapazene u koordinacionoj hemiji (Ford & Lorkovic, 2002). Nasi
rezultati pokazuju da se mehanizam dismutacije NO katalizovane
"slobodnim" gvoZdem zasniva na dobro poznatim dinitrozil kompleksima
gvozda (DNIC) (npr Vanin et al., 1997; Vanin, 1998; Vanin et al.,
2001), dok Jje =za mehanizam dismutacije NO pomocéu SOD predloZen
mehanizam analog dobro poznatom mehanizmu dismutacije superoksid
anjon radikala (Lah et al., 1995) (Odeljci 2.4.3.1 1 2.3.1.3).

Reaktivne NO vrste, generisane MnSOD (E.coli) katalizovanom
dismutacijom NO, izazivaju ekstenzivnu modifikaciju molekula enzima:
fragmentaciju polipeptidnog niza na ostacima histidina u aktivnom
mestu, modifikacije amino grupa, te nitrovanje 1 oksidaciju ostataka
tirozina. Za razliku od fragmentacije polipeptidnog niza,
modifikacije ostataka tirozina mnogo su sporije: maksimum (od 1)
ostataka tirozina se nitruje tek pri produZenom (24 sata)
inkubiranju enzima sa NO. Nitrovanje je prac¢eno oksidacijom ostataka
tirozina do ditirozina. Gubitak enzimske aktivnosti Je u dobroj

korelaciji sa navedenim modifikacijama (Odeljak 3.1.1).

Nitrovanje 1 oksidacija ostataka tirozina u humanoj MnSOD i MnSOD
(E.coli) pomoéu peroksinitrita intenzivno su izuavani u nizu 1IN
vitro studija (Ischiropoulos et al., 1992; MacMillan et al., 1998;
Yamakura et al., 1998; MacMillan, 1999; Quijano et al., 2001). NO je
u poredenju sa peroksinitritom (Ischiropoulos et al., 1992;

MacMillan-Crow et al., 1998; Yamakura et al., 1998) mnogo manje



invazivan. Tako, inkubiranje E.coli MnSOD sa NO (1 mM, 37°C, 2h)
izaziva samo 50% inaktivaciije, dok izlaganje milimolarnim
koncentracijama peroksinitrita dovodi do skoro potpune inaktivacije
enzima (Ischiropoulos et al., 1992; MacMillan et al., 1998; Yamakura
et al., 1998). Inkubiranje sa NO izaziva brzi, pocCetni gubitak
aktivnosti (ca 30%) (Slika 27), dok je za potpuni gubitak aktivnosti
potrebno produZeno (24 sata) (Slika 27) inkubiranje sa NO. Medutim,
u poredenju sa peroksinitritom, koji izaziva samo nitrovanje 1
oksidaciju ostataka tirozina, (MacMillan-Crow et al., 1998)
inkubiranje sa NO dovodi, kao 3sto smo videli, do ekstenzivnijih
modifikacija E.coli MnSOD.

Pretpostavili smo da NO indukuje nitrovanje Tyr34 u E.colil MnSOD.
Ovaj tirozinski ostatak koji se nalazi svega nekoliko angstrema od
mangana u aktivnom centru (Edwards et al., 1996; Stroupe et al.,
2001), primarno se nitruje 1 u reakciji sa peroksinitritom
(MacMillan et al., 1998; Yamakura et al., 1998). Ovaj ostatak
tirozina se nalazi na vrhu substratnog levka (Edwards et al., 1996;
Stroupe et al., 2001) tako da moZe da dode u dodir sa nitrujucé¢im

vrstama koje se generisu u aktivnom centru enzima (Slika 14).

Kovalentno vezivanje dva ostatka tirozina, pri Cemu nastaje
3,3"-ditirozin, moZe da nastane kombinacijom dva tirozil radikala u
procesu koji ¢e biti znatno olakSan, ako se oni nalaze u medusobnoj
blizini. U skladu sa pretpostavkom datom =za oksidaciju ostataka
tirozina peroksinitritom (MacMillan et al., 1998; MacMillan, 1999)
pretpostavili smo da verovatno ostaci Tyrl84 (Edwards et al., 1996)

iz susednih subjedinica mogu medusobno da se poveZu.

MacMillan et al., (1998) su nasli da se humana MnSOD ne inaktivira u
znac¢ajnoj meri pri inkubiranju sa NO, Sto je iznenadujuée s obzirom
na identic¢nost strukure aktivnih centara ova dva enzima (Edwards et
al., 1996). Medutim, =za razliku od E.coli MnSOD, koja ne sadrzi
ostatke cisteina, humana MnSOD sadrZi dva ostatka cisteina po
subjedinici (Borgstahl et al., 1992). Uzimajuéi u obzir da su
niskomolekulski tioli mete za NO, NO" i NO,, (Arnelle and Stamler,
1995; Butler et al., 1995; Hogg, 2002) pretpostavili smo da ostaci
cisteina Cysl140 u humanoj MnSOD koji su Dblizu aktivnog centra
enzima, (Slika 13) mogu da reaguju sa ovim RNOS 1 tako sprece

modifikaciju 1 inaktivaciju enzima.

Uzimajuéi sve ovo u obzir, pretpostavili smo da i1 humana MnSOD moze

da reaguje sa NO, ali da je humani enzim mnogo manje podloZan NO



posredovanim modifikacijama i inaktivaciji u odnosu na MnSOD
(E.coli), 3to objad3njava zadto je ovo pro3lo nezapazeno u studiji
McMillan-Crow et al., (1998). Ako su ove pretpostavke tacdne to bi
zna¢ilo da Jje potrebno duZe inkubiranje da bi se utvrdilo da 1i
humana MnSOD reaguje sa NO.

Cinjenica da je u nizu bolesti, za koje Jje karakteristican
oksidativni stres 1 pove¢ana produkcija NO, nadeno da Jje MnSOD
agregirana 1 nitrovana, zajedno sa In VItro eksperimentima u kojima
je pokazano da sintetic¢ki peroksinitrit izaziva nitrovanje i
oksidaciju ostataka tirozina u MnSOD, naveli su na pretpostavku da
bi peroksinitrit mogao da bude glavni agens za nitrovanje tirozina u
MnSOD 1IN VIVO (MacMillan et al., 1998; Yamakura et al., 1998).
Medutim, direktni dokazi za peroksinitrit-posredovano nitrovanje
proteina In ViIVvO Jjos wuvek nedostaje. Stavide, u veéem broju
najnovijih studija je pokazano da istovremeno generisanje NO i Oy 7,
to bolje aproksimira In VIVO uslove od dodavanja koncentrovanog
peroksinitrita, ne dovodi do nitrovanja tirozina (Van der Vliet,
1995; Pfeiffer and Mayer, 1998; Goldstein et al., 2000; Hodges et
al., 2000; Pfeiffer et al., 2000). Sve visSe je dokaza koji ukazuju
da su mehanizmi zasnovani na nitritu mnogo relevantniji =za
nitrovanje tirozina In VIVO (Odeljak 2.4.4) (Pfeiffer et al., 2001;
Herold, 2004).

Na osnovu na$ih rezultata moZe se pretpostaviti da bi NO-posredovano
nitrovanje moglo da bude relevantno i za humanu MnSOD in VIVO pri
uslovima koje karakterise overprodukcija NO tokom duZeg perioda.
Joni prelaznih metala su glavne mete za NO u biocloskim sistemima
(Henry and Singel, 1996), tako da bi reakcija NO sa MnSOD bila
svakako specific¢nija od reakcije sa peroksinitritom, koji se ne samo
brzo raspada na neutralnom pH, nego 1 reaguje sa svim klasama
biomolekula ukljucujué¢i i antioksidanse malih molekulskih masa koji
su prisutni u velikim kolic¢inama u ¢eliji (Koppenol, 1998; Groves,
1999). U prilog ovoj pretpostavci moZe se navesti i nedavni nalaz da
je u cerebrospinalnoj teclnosti pacijenata obolelih od neuro-
degenerativnih bolesti MnSOD Jjedini protein sa nitrovanim ostacima
tirozina (Aoyama et al., 2000). Peroksinitrit efikasno nitruje
ostatke tirozina u Cu/ZnSOD (Ischiropulos et al., 1992), dok na8i
rezultati pokazuju da NO ne izaziva inaktivaciju Cu/ZnSOD. Cu/ZnSOD
je mnogo viSe zastupljen u cerebrospinanoj tec¢nosti nego MnSOD
(Yoshida et al., 1994), na osnovu c¢ega bi se ocekivalo da bi
Cu/7ZnSOD, a ne MnSOD trebalo da bude bolja meta za peroksinitrit.

Oovo, zajedno sa ¢injenicom da je i sadrzaj nitrita u



cerebrospinalnoj tecnosti poveéan u neurodegenerativnim bolestima
(Tohgi et al., 1999b), ukazuje da bi predloZeni mehanizam nitrovanja
MnSOD iniciran nitritima 1 RNOS generisanim u reakciji NO sa MnSOD

(Odeljak 2.4.4) bio mnogo verovatniji.

Reakcija NO sa E.coli MnSOD moZe da doprinosi rezistentnosti E.coli
na NO posredovanu odbranu doma¢ina (Nathan & Shiloh, 2000). RNOS
koje predstavljaju deo odbrambenog mehanizma doma¢ina imaju DNK kao
krajnji cilj (Nathan & Shiloh, 2000), a MnSOD u E.coli 3titi njenu
DNK od oksidativnih osSte¢enja (Hopkin et al., 1992). Smanjenjem
nivoa superoksid anjon radikala i NO, MnSOD sprecava nastajanje
peroksinitrita koji je baktericidniji od oba svoja prekursora. Nasi
rezultati ukazuju da ¢e reakcija NO sa MnSOD u E.coll dovesti do
transformacije NO u reaktivne vrste koje su manje reaktivne od

peroksinitrita.

DNIC inicirana transformacija NO u NO" (vezan =za Jjone gvoZda u
kompleksu) dobro je poznata (Odeljak 2.4.3.1). Rezultati opisani u
ovom radu pokazuju da Jjoni gvozda prisutni u katalitickim
(mikromolarnim) koncentracijama, u prisustvu niskomolekulskih
anjonskih liganada, mogu da katalizuju DNIC iniciranu dismutaciju NO
u NO" i HNO/NO™ vrste (Odeljak 3.2). Na osnovu dobijenih rezultata
moze se pretpostaviti da Jje kapacitet Jjona gvozda da katalizuju
dismutaciju NO u obrnutoj srazmeri sa stabilno3¢éu odgovarajuéih DNIC
kompleksa (Odeljak 3.2.4). Tako, znatno vecé¢e kolic¢ine nitrita, GSNO,
i hidroksilamina (odnosno, indirektno NO' i HNO/NO~ vrsta), nadenih u
rastvorima koji su sadrZavali cistein, wurat 1li aminokiseline u
odnosu na rastvore u kojima je bio sam GSH (Tabele 6 i1 7; Slika 38),
reflektuju veéu stabilnost DNIC sa GSH (Mulsch et al., 1991).

Bioloska uloga mokraéne kiseline kao antioksidanta je dobro poznata.
Ona proistice iz sposobnosti urata da deluje kao moc¢an hvatac¢ ROS 1
RNOS, kao 1 da vezuje Jjone gvozda 1 tako sprec¢ava njihovu pro-
oksidativnu ulogu (Odeljak 2.3.1.2) (Halliwell & Gutteridge, 1999).
Rezultati opisani u ovom radu da Jjoni gvozda u prisustvu urata
katalizuju dismutaciju NO u NO' i HNO/NO~ vrste, ukazuje na potpuno
novu ulogu mokraé¢ne kiseline. Ovo dovodi do raspadanja urata 1
nastajanja nitrozo derivata koji za sada nisu identifikovani. Proces
je dzrazZeniji u odsustvu GSH, za kojeg Jje pokazano da u zavisnosti

od odnosa GSH/urat $titi urat od raspadanija.

U saglasnosti sa ranijim studijama koje su pokazale da su DNIC

vezani za proteine stabilni, ni RSNO niti hidroksilamin nisu



detektovani u rastvorima proteina 1 tragova gvozda inkubiranim sa
NO. Medutim, po dodatku urata do3lo Jje do reakcije -SH grupa i
nastajanja hidroksilamina, S-nitrozovanja ostataka cisteina, kao 1i
modifikacija amino grupa u proteinu (Odeljak 3.2.2). Svi ovi
rezultati wukazuju da mokraé¢na kiselina, u fiziolosSki relevantnim
koncentracijama, moZe da se takmic¢i sa GSH i proteinskim -SH grupama
za Jjone gvozda, te da povecava kapacitet jona gvozda da katalizuju
dismutaciju NO.

Pored urata pokazano Jje da oa-aminokiseline, konstituenti 3$iroko
rasprostranjeni u bioloSkim sistemima, koje daju nestabilne DNIC
(Woolum et al., 1968), mogu takode da se takmic¢e sa tiolima za jone
gvozda, te da povec¢avaju njihov kapacitet da katalizuju dismutaciju
NO. VazZzno je napomenuti da u prisustvu tirozina dolazi do nastajanja
3-nitrotirozina i ditirozina, po reakcionom mehanizmu analognom onom
predloZenom za nitrovanje ostataka tirozina u MnSOD (E.coli)
(Odeljak 2.4.4). Velika nestabilnost ovih DNIC kompleksa, posebno
pri niskim koncentracijama (Vanin et al., 1996) objasSnjava zasto
nisu detektovani u eX VIVO eksperimentima. Na osnovu svega iznetog
moze se pretpostaviti da stepen i efekti dismutacije NO katalizovane
jonima gvozda u bioloSkom okruZenju moZe da zavisi od distribuciije
"slobodnog" gvoZda u nitrozil kompleksima, Sto ¢e biti funkcija
pojedinacnih konstanti stabilnosti kompleksa i relativne

koncentracije svakog liganda.

Dismutacija NO katalizovana jonima gvozda moZe biti relevantna za
metabolizam NO u bioloskoj sredini u kojoj Jje "slobodno" gvoZde
prisutno endogeno, 1li nastaje kao rezultat oksidativnog stresa
(Halliwell & Gutteridge, 1999). Tako, sposobnost kompleksa DNIC tipa
sa "slobodnim" gvozdem da deluju kao S-nitrozujué¢i agensi u ¢elijama
i tkivima (Mulsch et al., 1991; Kim et al., 2000) treba proSiriti i
na generisanje HNO/NO~ (i/ili N,0), proizvoda reakcije dimerizacije 1
dehidratacije HNO (Odeljak 2.4.3.3).

Na veliki fiziolosSki i (potencijalni) farmakoloski znacaj HNO/NO~
vrsta ukazuju najnovije studije koje su pokazale da donori NO°
izazivaju relaksaciju krvnih sudova i pozitivnu srcanu inotropiju,
stimulisanjem CGRP peptida (Booth et al., 2000; Paolocci et al.,
2001; Feelisch, 2003). Pored toga, pokazano Jje da HNO/NO  moZe da
izazove Stetne efekte u kardiovaskularnom sistemu (Ma et al., 1999).
PredloZeno je da HNO/NO~ wukljuCen u ove procese moze da nastane
direktno, aktivnoséu NOS, ili pak raspadanjem S-nitrozotiola
(Miranda et al., 2001; Feelisch, 2003). Mikrovaskularni endotel Jje



jedan od najvazZznijih mesta za produkciju urata u koronarnom sistemu,
a urat se oslobada i iz humanog miokarda (Becker, 1993, Halliwell &
Gutteridge, 1999). "Slobodno" gvozde Jje prisutno u zidu arterija
(Halliwell & Gutteridge, 1999), a joni prelaznih metala, ukljucujucéi
i "slobodno" gvozde, se nalaze u miokardu (Spencer et al., 1998).
MoZe se pretpostaviti da ovo moZe doprineti DNIC iniciranom

generisanju HNO/NO™ i nastajanju RSNO.

Dismutacija NO katalizovana Jjonima gvoZda moZe da se ocCekuje u
uslovima ogranicenog prisustva kiseonika, kao na primer u ishemiji,
ali 1 u prisustvu kiseonika. Prisustvo kiseonika ¢e da poveca
efikasnost redoks transformacije NO u NO', 3to ¢e rezultovati u
nastajanju ve¢ih kolic¢ina S-nitrozotiola (Vanin, 1998). S druge
strane, HNO/NO™  moze da reaguje sa kiseonikom dajué¢i peroksinitrit
ili jedinstvenu reaktivnu vrstu slicne reaktivnosti kao
peroksinitrit (Wink et al., 1998b; Hughes, 1999; Miranda et al.,
2001; Espey et al., 2002). Tako se moZe ocekivati da ¢e prisustvo

kiseonika uticati na veéi bro]j sekundarnih reakcija HNO/NO™.

Dismutacija NO katalizovana Jjonima gvoZda moze Dbiti izraZenija u

ekstrac¢elijskim tecnostima koje sadrZze "slobodno" gvozde, niske
nivoe GSH 1 proteinskih -SH grupa, a visoke koncentracije
niskomolekulskih anjonskih sastojaka. Rezultati "ex vivo"

eksperimenata uradenih u ovom radu potvrduju ovu pretpostavku. Pri
inkubiranju zdravih CSF uzoraka, koji sadriZe mikromolarne
koncentracije "slobodnog" gvozda (Halliwell & Gutteridge, 1999) sa
NO pokazano je nastajanje nitrita, RSNO i hidroksilamina, koje je
izostalo u prisustvu o-fenantrolina, selektivnog helatora =za Fe?*
(Vanin, 1998). Ovo Jje potvrdilo nas3u pretpostavku da "slobodno"

gvozde u bioloSkim sistemima moZe da katalizuje dismutaciju NO.

Pored toga dosli smo do interesantnog saznanja da urat odreduje
kapacitet "slobodnog" gvozda u CSF uzorcima da katalizuje
dismutaciju NO, dok Jje askorbat najefikasniji hvatac¢ generisanih
RNOS. Askorbat Jje reaktivniji u odnosu na generisane RNOS od
(proteinskih) -SH grupa, koje se smatraju glavnim metama za NO' i NO~
vrste (Odeljak 3.3.2). Tako je u CSF uzorcima pacijenata obolelih od
amiotrofi¢ne lateralne skleroze, u kojima su nadene povecane
koncentracije urata 1 smanjene koncentracije askorbata u odnosu na
kontrolne CSF uzorke, inkubiranim sa NO, pokazana znatno veca
dismutacija NO nego u kontrolnim uzorcima. Mehanizmom dismutacije NO
mogu se bolje nego nastajanjem peroksinitrita objasniti nadene

povisene koncentracije nitrita 1 slobodnog 3-nitrotirozina u CSF



uzorcima SALS pacijenata (Tohgi et al., 1999a). Povecane produkcije
NO i mokraéne kiseline su karakteristicne za razne
neurodegenerativne bolesti (Stover et al., 1997; Thomson et al.,
2001) . GvozZde, koje je vazZzno za funkcionisanje normalnog mozga, moZe
biti oslobodeno u veé¢im koncentracijama u raznim neuroloSkim
oboljenjima, Sto doprinosi oksidativnim osSteéenjima centralnog
nervnog sistema u ovim oboljenjima (Halliwell & Guteridge, 1999;
Thompson et al., 2001). MoZze se pretpostaviti da ¢e pod ovim
uslovima, koje karakterise i povec¢ana produkcija NO (Odeljak 2.2.2),
do¢i do povecane dismutacije NO 3$to mozZe imati uticaja na mehanizme
bolesti.

Pored neurotoksic&nih, pokazano je u €X VIVO eksperimentima da NO
moze da ima 1 neuroprotektivne efekte (Lipton et al., 1993; Wink et
al., 1995; Tenneti et al., 1997). Neurotoksic¢ni efekti se povezuju
sa peroksinitritom (Lipton et al., 1993; Schulz et al., 1995b) i
nitroksilom (Lipton et al., 1993; Kim et al., 1999), dok se
neuroprotektivni efekti povezuju sa S-nitrozilovanjem NMDA receptora
(Lipton et al., 1993; Tenneti et al., 1997; Stamler et al., 2001).
Nasi rezultati ukazuju da dismutacija NO, katalizovana "slobodnim"

gvoZzdem, moZe da bude ukljucena u oba od ovih mehanizama.

Rezultati prezentirani u ovom radu ubedljivo pokazuju da metal-
posredovana dismutacija NO u bioloskim wuslovima ne samo da Je
moguc¢a, nego je 1 fizioloski relevantna. Zbog toga fizioloski =znacaj

metal posredovane dismutacije NO zasluzuje dalja istrazZivanija.
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Mpunor

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LWUTaMMaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

MoTnucanw/a

U3sjaBrbyjeM Oa je enekTpoHCKa Bepaunja Moje JOKTopcke AucepTauuje

CphaH
CrojaHoBMA

KOjy cam npepao/na 3a objaBrbvBake Ha noprtany AurntanHor penosuTtopujyma
YHuBep3uteta y beorpagy nctoBetHa LiTamnaHoj Bep3ujn Koja ce Hanasu y poHay
YHuBep3uTeTcke bubnunoteke ,Ceetosap Mapkosuh®.
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Mpunor 1.

U3jaBa 0 ayTopCcTBY

Motnucanun-a Ctojanosuh, CphaH b.
UsjaBrbyjem
[a je AOKTOpCKa gucepTauuja nod Hacnosom

[AncMmyTaumja a30T MOHOKCUAA y BUONOLIKAM 1 MOAeN cucTemuma: in vitro ncnutreara

e pe3ynTaT CONCTBEHOr NCTPaXXMBa4vKor pana,

e [Ja NpeanoxeHa auceprauuja y UENUHW HU Y AenosumMa Huje Guna npeanoxeHa 3a
pnobujaree  Guno  Koje  gunnome npema  CTyAujCKUM  nporpamuma Apyrux
BWUCOKOLLUKOSCKNX YCTaHOoBA,

e [a Cy pe3ynTaTv KOPeKTHO HaBedeHN U

e [Ja HWCaM KpLMoO/na ayTopcka mpasa W KOPWUCTWO WHTENEeKTyarnHy CBOjUHY ApYyruX
nuua.

Y beorpagy, 2,/ 2 " ““*. AN




Mpwunor 2.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHusepautetcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh* pa y [durutandu
peno3uTopujym YHusepsuteta y beorpagy yHece MoOjy AOKTOPCKY AucepTtauujy noa
HaCnoBoOM:

OucmyTaumja a3or MoHOKcMaa y OMONOWKMM KM Moaen cuctemuma: in vitro
UCNUTUBaka

Koja je Moje ayTopCKo Aeno.

HvcepTauujy ca cBum npunosvma npegao/na cam y enekTpoHCKOM chopmaTy NOrogHoOMm 3a
TpajHO apxvBupare.

Mojy AOKTOPCKy AucepTauuvjy noxpakweHy y [AurutanHu penosvtopujym YHuepsuteTa y
Beorpagy mory ga kopucte CBM KOju nowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeaTtunsHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanyyuno/na.

1. AyTopCcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPLWjanHo
@yropcmo — HekomepuwjanHo — 6e3 npepaae
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLUMjanHo — AeNUTU No4 UCTUM ycroBuma
5. AytopcTteo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AENUTU NOA UCTUM yCnoBruMa

(Monumo aa 3aokpyxute camo jeaHy oA WecT NoHyReHnx nuueHuwn, Kpatak onuc nuueHum
Aart je Ha nonefuHn nucra).

MoTnuc
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