WIADOMOSCI 2012, 66, 7-8
chemiczne PLISSN 0043-5104

NADTLENOAZOTYN - SILNY BIOLOGICZNY
UTLENIACZ
PEROXYNITRITE A STRONG BIOLOGICAL OXIDANT

Michal Bijak*, Michal Blazej Ponczek, Joanna Saluk,
Marta Chabielska, Julita Stepniak, Pawel Nowak

Katedra Biochemii Ogélnej, Uniwersytet Lodzki,
ul. Pomorska 141/143, 90-236 £.6d%z
*e-mail: mbijak@biol.uni.lodz.pl

Abstract

Wstep

1. Powstawanie i ogolna charakterystyka nadtlenoazotynu
2. Prekursory nadtlenoazotynu

3. Reaktywno$¢ nadtlenoazotynu

4. Biologiczne dzialanie nadtlenoazotynu

PiSmiennictwo cytowane




624 M. BIJAK, M.B. PONCZEK, J. SALUK, M. CHABIELSKA, J. STEPNIAK, P. NOWAK

mgr Michal Bijak w 2010 roku ukoniczy! studia na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Lodzkiego. Badania prowadzone w ramach przygotowywania pracy magisterskiej zatytulowanej: ,Ocena
dziatania polifenolowych ekstraktéw roglinnych na aktywno$¢ koagulacyjng osocza i trombiny” staly si¢
podstawa jego dalszej dzialalnoéci naukowej. Od 2010 roku jest doktorantem Studium Doktoranckiego
Biochemiczno-Biofizycznego Uniwersytetu Lodzkiego. Prace doktorska wykonuje w Katedrze Bioche-
mii Ogolnej UL. Celem jego pracy jest zbadanie oddzialywania zwigzkow polifenolowych z enzymami
kaskady krzepniecia krwi.

dr Michal Ponczek urodzony w 1975 roku w Lodzi biochemik, bioinformatyk, obecnie adiunkt zatrud-
niony od 2008 w Katedrze Biochemii Ogélnej Uniwersytetu Lodzkiego. Finalista 39 i 40 Olimpiady Che-
micznej w 1994 i 1995 roku. Studiowal Medycyne. Ukonczyl studia magisterskie z biologii na Wydziale
Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu E6dzkiego, a nastepnie Podyplomowe Studium z Informa-
tyki oraz Doktoranckie Studium Biochemiczno-Biofizyczne na Uniwersytecie Lodzkim. Obronit doktorat
z biochemii w 2007 roku. Przebywal w 2008 roku na 3 miesi¢gcznym stazu podoktorskim na Uniwersy-
tecie Kalifornijskim San Diego, ufundowanym przez Europejska Organizacje Biologii Molekularnej. Jest
autorem i wspoélautorem 13 artykuléw naukowych w jezyku angielskim i 5 prac pogladowych w jezyku
polskim obejmujacych zagadnienia zwigzane z bioinformatyka, filogenetyka molekularna i biochemia
ukladu hemostazy oraz stresem oksydacyjnym. Jego zainteresowania badawcze obejmuja szczegdlnie
zagadnienia zwigzane z ewolucjg biafek.

dr Joanna Saluk od roku 2000 jest zatrudniona w Katedrze Biochemii Ogdlnej Uniwersytetu Lodzkiego,
gdzie obecnie pracuje na stanowisku adiunkta. W roku 2001 uzyskata stopient doktora na podstawie roz-
prawy zatytulowanej: ,Zmiany aktywnosci biologicznej plytek krwi wywotane dziataniem lipopolisa-
charydéw Proteus mirabilis”. Jej naukowe zainteresowania koncentrujg sie¢ wokoél zagadnien zwigzanych
z rolg plytek krwi w rozwoju reakcji zapalnych, gléwnie na oddziatywaniu ptytek z toksyna bakterii Gram-
ujemnych. Drugi nurt prowadzonych przez nig badan to poszukiwanie aktywnych biologicznie zwigzkow
naturalnych dostepnych w diecie, ktére moglyby funkcjonowac jako naturalne antyoksydanty egzogenne
o wiasciwosciach przeciwplytkowych. W roku 2010 zostata laureatka konkursu na stypendium habilita-
cyjne LOréal Polska dla Kobiet i Nauki przyznawane przy wsparciu Polskiego Komitetu ds. UNESCO.

Marta Chabielska, studentka dwuletnich uzupelniajacych studiéw magisterskich na Wydziale Biologii
i Ochrony Srodowiska, na kieruneku biologia, specjalnoé¢: biochemia. Obecnie wykonuje prace magi-
sterska w Katedrze Biochemii Ogdlnej UL, ktdrej celem jest zbadanie wybranych ekstraktéw roslinnych
(Asteraceae) jako potencjalnych antyoksydantéw, chronigcych uktad hemostazy przed dzialaniem reak-
tywnych form tlenu i azotu.

mgr Julita Stepniak ukoriczyla studia na wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu £6dz-
kiego; kierunek biologia (specjalno$¢ biochemia). Celem jej pracy magisterskiej bylo zbadanie wptywu
nadtlenoazotynu na strukture i lizg¢ wtdknika.

dr hab. Pawel Nowak, prof. nadzw. UL, biochemik, specjalista w zakresie biochemii krzepniecia krwi.
Jest wspotautorem 48 prac doswiadczalnych opublikowanych w czasopismach indeksowanych przez fila-
delfijski Instytut Informacji Naukowej, 1 podrecznika akademickiego i 5 prac przegladowych. Rezultaty
swoich badan prezentowal na ponad 50 konferencjach krajowych i zagranicznych. W ciagu ostatnich
10 lat zasadniczy nurt Jego aktywnosci naukowej zwigzany jest z wyjasnieniem molekularnych mechani-
zméw zaburzen w ukladzie hemostazy spowodowanych przez reaktywne formy tlenu i azotu, a w szcze-
golnosci z badaniami zaburzen funkeji ptytek krwi, plazminogenu i fibrynogenu wywotanych przez
nadtlenoazotyn.



NADTLENOAZOTYN - SILNY BIOLOGICZNY UTLENIACZ 625

ABSTRACT

As demonstrated in recent years, one of the major factors of oxidative stress,
generated in the circulatory system, in both acute and chronic pathological con-
ditions, is peroxynitrite (ONOQO") [4]. Peroxynitrite is a strong biological oxidant
and nitrating compound, generated in vivo from a rapid reaction of two relatively
less reactive, but commonly found, of free radicals: nitrogen monoxide (NO) and
superoxide (O27) [8]. This reaction occurs spontaneously and is not catalyzed by
any enzyme. A fundamental reaction of ONOO™ in biological systems is its fast reac-
tion with carbon dioxide (k = 5,7 - 10 M™' s™') and yields a short-lived intermediate,
nitrosoperoxycarbonate (ONOOCO),), which homolyzes leads to the formation of
carbonate (CO;) and nitrogen dioxide (NO,) radicals (yield ~35%) [29, 30] (Fig. 1),
which are one-electron oxidants. ONOO' is responsible for oxidative modifications
in a wide variety of biomolecules and is capable to induce of nitrative changes in sul-
fur and aromatic amino acids, especially 3-nitrotyrosine and dityrosine formation
[17] (Fig. 2). This article describes the formation, reactivity and biological action of
peroxynitrite.

Keywords: peroxynitrite, oxidative stress, 3-nitrotyrosine
Stowa kluczowe: nadtlenoazotyn, stres oksydacyjny, 3-nitrotyrozyna
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WSTEP

Jednym z nieodigcznych elementéw tlenowego metabolizmu komorki jest
generowanie reaktywnych form tlenu (RFT) i reaktywnych form azotu (RFA). Mogg
to by¢ zaréwno jony, jak i zwigzki bez tadunku elektrycznego, ze sparowanymi elek-
tronami, jak réwniez wolne rodniki, ktérych cechg wspolng jest duza reaktywnos¢.
Zrédtem RFT/RFA s3 produkty posrednie utleniania przenosnikéw elektronéw,
zwiazki generowane w czasie rozwoju reakgji zapalnych, peroksydacja lipidow oraz
reakcje katalizowane przez oksydazy i jony metali (Fe™, Cu®") [1]. RFT i RFA stano-
wig wazny element proceséw zwigzanych z odpowiedzig immunologiczng, dzialaja
jako bezposrednie czynniki bakteriobdjcze (wybuch tlenowy fagocytéow), a takze
uczestniczg w szlakach przekazywania sygnalow w komorkach [2]. Stan, w ktérym
zostaje zaburzona rownowaga pomiedzy szybkoscig powstawania RFT i RFA, a bio-
logiczng zdolnoscia do szybkiej detekcji i unieczynnienia reaktywnych produktow
posrednich i/lub naprawy powstalych uszkodzen przez uklady antyoksydacyjne
nosi nazwe stresu oksydacyjnego, ktory w skrajnych przypadkach moze powodowa¢
nieodwracalne uszkodzenia komorek. Istotne znaczenie zaburzonej rownowagi sta-
tusu oksydacyjnego zaobserwowano w wielu jednostkach chorobowych zwigzanych
z uktadem krazenia: migdzy innymi w nadci$nieniu tetniczym, miazdzycy czy reste-
nozie po zabiegach angioplastyki [3]. Wolnorodnikowe uszkodzenia biatek, lipidow,
weglowodanéw oraz DNA stanowig jeden z gtéwnych czynnikéw etiopatologii wielu
choréb [4]. Jak wykazano w ostatnich latach, jednym z gtéwnych czynnikéw stresu
oksydacyjnego powstajacych w ukladzie krazenia w ostrych i przewleklych stanach
zapalnych oraz niedokrwienno-reperfuzyjnych jest nadtlenoazotyn [5,6]. Nadtle-
noazotyn (ONOO") jest silnym zwigzkiem utleniajagcym i nitrujacym, tworzonym
przez komorki srodblonka, aktywowane makrofagii oraz neutrofile [7]. W ciggu
ostatnich lat bardzo szybko wzrasta liczba publikacji zwigzanych z okresleniem
fizjologicznej i patofizjologicznej roli nadtlenoazotynu w organizmie, co $wiadczy
o duzym zainteresowaniu tym czynnikiem stresu oksydacyjnego.

1. POWSTAWANIE I OGOLNA CHARAKTERYSTYKA
NADTLENOAZOTYNU

Beckman i in. [8] w 1990 roku opisali reakcje powstawania nadtlenoazotynu
w warunkach in vivo. W ukladach biologicznych ONOO™ jest tworzony w wyniku
reakcji dwdch stosunkowo mato reaktywnych, lecz powszechnie wystepujacych wol-
nych rodnikéw: anionorodnika ponadtlenkowego (O;") i tlenku azotu (NO"). Reak-
cja ta zachodzi spontanicznie i nie jest katalizowana przez zaden enzym. Stala szyb-
kosci reakeji powstawania nadtlenoazotynu jest okolo 3-8 razy wieksza niz rozktad
anionorodnika ponadtlenkowego katalizowany przez dysmutaz¢ ponadtlenkowa
(SOD) i wynosi k = 6,7 x 10" mol/l x s [9, 10]. W zwigzku z tym, ze obydwa prekur-
sory nadtlenoazotynu majg bardzo krétki okres poitrwania (NO* - 1-30 sekund; O"
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- milisekundy), nadlenoazotyn moze powstawa¢ w tym samym przedziale komor-
kowym przy jednoczesnym generowaniu jego prekursoréw. Wewnatrz komorek ste-
zenie rodnika tlenku azotu i anionorodnika ponadtlenkowego wynosi odpowiednio
10-100 nM i 0,1-1 nM, co jest niewystarczajgce, aby mogla zajs¢ synteza nadtle-
noazotynu. Zupelnie odmienne warunki panuja w poblizu komoérek generujacych
rodniki (np. komorki $rédbtonka, aktywowane makrofagi, neutrofile), wtedy ich
lokalne stezenie wzrasta az do 1-10 uM [11]. Hydrofobowy tlenek azotu moze prze-
nika¢ swobodnie przez blony komérkowe, natomiast posiadajacy tfadunek O] jest
zdolny przemieszczac si¢ jedynie poprzez kanaly jonowe. Dlatego powstawanie nad-
tlenoazotynu w gléwnej mierze zalezne jest od miejsca generowania anionorodnika
ponadtlenkowego. Czas pdttrwania nadtlenoazotynu w warunkach biologicznych
wynosi nieco mniej niz 1 s. Czas ten jest jednak na tyle wystarczajaco dlugi aby
zwigzek ten mogt przenikac przez blony komoérkowe, dyfundujac na odleglos¢ jed-
nej do dwoch $rednic komoérkowych (~5-20 pm), co oznacza, ze wytwarzany w jed-
nej komorce moze mie¢ wplyw na inne, sgsiadujace komorki [7, 12, 13]. Ponadto
nadtlenoazotyn moze przenikac przez blony biologiczne za posrednictwem kana-
6w anionowych. ONOO™ znajduje si¢ w stanie rOwnowagi ze swoja uprotonowang
formg - kwasem nadtlenoazotawym (ONOOH). W biologicznych warunkach sto-
sunek ten zalezny jest od lokalnego pH (w pH = 7,4 80% nadtlenoazotynu wystepo-
wac bedzie w formie anionowej) [14].

Istnieje kilka laboratoryjnych metod syntezy nadtlenoazotynu. Zwigzek ten
mozna otrzymac w reakgeji tlenku azotu z nadtlenkiem tetrametyloamonowym lub
nadtlenkiem potasu, jak réwniez poprzez fotolize i radiolize azotanu, utlenianie
hydroksyloaminy oraz utlenianie organicznych azotanéw [15]. Do badan chemicz-
nych powszechnie wykorzystuje si¢ metode szybkiej reakeji azotynu z nadtlenkiem
wodoru w kwasnym pH, gdzie medium jest zakwaszane kwasem solnym, azotowym
lub siarkowym, a nastgpnie szybko uzasadawiane [16]. Ten rodzaj syntezy jest bar-
dzo szybki, wydajny i nieklopotliwy do przeprowadzenia, jednak pewien problem
stanowi pozostalos¢ H,O, i efektywnos¢ jego usuwania z medium reakcyjnego. Do
badan biologicznych powszechnie stosowang jest metoda ozonowania roztworu
azydku sodu opisana w 1995 roku przez Pryora i in. [17]. Metoda ta pozwala na
uzyskiwanie preparatu nadtlenoazotynu o niskiej sile jonowej, bez zanieczyszczen
nadtlenkiem wodoru, ze §ladows iloscig pozostatego azydku i o stosunkowo wyso-
kim stezeniu (do 80 mM).

Nadtlenoazotyn, zaliczany do reaktywnych form azotu, nie jest wolnym rodni-
kiem. Niesparowane elektrony, ktore pochodza od dwdch rodnikéw - tlenku azotu
i anionorodnika ponadtlenkowego formujg w czasteczce ONOO™ nowe wigzanie
[18]. Nadtlenoazotyn posiada dwa stany konformacyjne: cis i trans, a forma cis uwa-
zana jest za forme bardziej stabilng. Ma ona zdolno$¢ do przechodzenia w forme
trans podczas rozpadu ONOO™ do azotanu [19].
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2. PREKURSORY NADTLENOAZOTYNU

W warunkach fizjologicznych pewna czes¢ O, (ok. 1-5%) ulega w mitochon-
drialnym lancuchu oddechowym nie czteroelektronowej, a jednoelektronowej
redukcji. W wyniku takiej redukcji powstaje anionorodnik ponadtlenkowy (O,").
Przemiana ta polega na przylaczeniu elektronu do czasteczki tlenu i przeksztalceniu
jej w wolny rodnik. Enzymami, ktdére biora udzial w tej reakeji sg dehydrogenaza
NADH i koenzym Q [20].

Duze ilosci O, s3 wytwarzane takze przy udziale oksydazy NAD(P)H fago-
cytéw, oksydazy ksantynowej czy lipooksygenazy 12/15 leukocytéw - enzymu
odpowiadajacego za powstawanie kwasu 12(S)-hydroksyeikozatetraenowego (12(S)
HETE) oraz kwasu 15(S)-hydroksyeikozatetraenowego (15(S)HETE) [2]. Aniono-
rodnik ponadtlenkowy moze takze powstawac podczas metabolizmu ksenobiotykow
w mikrosomach, w reakcji utleniania ksantyny do kwasu moczowego katalizowanej
przez oksydaze ksantynowg przy udziale reduktazy NADPH i cytochromu P-450.
W wyniku zachodzacej w erytrocytach autooksydacji hemoglobiny do methemo-
globiny powstaje 250 x 10" czasteczek anionorodnika ponadtlenkowego w ciagu
doby [21, 22]. Zrédlem O, mogy takze by¢ plytki krwi, w ktorych obecna jest jedna
z izoform oksydazy NAD(P)H, a takze oksydaza ksantynowa czy cyklooksygenaza
[23].

Anionorodnik ponadtlenkowy moze zachowywa¢ si¢ zaréwno jako utleniacz
jak i reduktor, w zaleznosci od charakteru substancji z jakg reaguje. Niskie steze-
nie anionorodnika ponadtlenkowego utrzymywane jest w ukladach biologicznych
przez dysmutaze ponadtlenkowg (SOD), ktéra obecna jest w mitochondriach,
cytoplazmie i przestrzeni migdzykomoérkowej. Enzym ten powoduje przemiane O,"
w mniej szkodliwy nadtlenek wodoru, ktéry nastepnie ulega rozkltadowi przez kata-
laze i peroksydaze [18, 24].

Tlenek azotu w temperaturze pokojowej jest bezbarwnym, trujacym gazem
[25]. Posiada jeden niesparowany elektron na atomie tlenu, stad jego niestabilno$¢
i wysoka reaktywnos$¢. W powietrzu samorzutnie reaguje z tlenem tworzac ditlenek
azotu (NO,). Czas péttrwania (t,,) czasteczki NO* wynosi 1-30 s [18, 24].

Tlenek azotu okazat si¢ by¢ bardzo wazng czasteczky sygnalowa w ukladach
biologicznych. Furchgott i Zawadzki zaobserwowali w 1980 roku nieznany wczes-
niej czynnik rozszerzajacy naczynia krwionosne, ktéry nazwali srodblonkowym
czynnikiem relaksujacym (EDRF) [26]. Siedem lat p6zniej odkryto, Ze opisywany
jako EDRE, czynnik rozszerzajacy naczynia krwiono$ne, to wlasnie tlenek azotu
[27]. Odkrycie faktu, ze tlenku azotu jest czasteczka powodujaca rozluznianie §ciany
naczyn krwionosnych zaowocowalo w 1998 roku przyznania w Nobla z dziedziny
medycyny i fizjologii trzem naukowcom (Furchgott, Ignarro, Murad). Tlenek azotu
powstaje z L-argininy przy udziale syntazy tlenku azotu (E.C. 1.14.13.39, ang. nitric
oxide synthase, NOS) — enzymu o aktywnosci NADPH-zaleznej dioksygenazy wpro-
wadzajacej dwa atomy tlenu do czasteczki L-argininy. Reakcja przebiega dwueta-
powo, zwigzkiem posrednim jest N“-hydroksy-L-arginina (NOH-L-Arg), a produk-
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tami koncowymi ‘NO i L-cytrulina. Dodatkowo do zajscia reakeji konieczna jest
obecnos¢ kofaktorow, tj.: FAD, FMN, tetrahydrobiopteryny oraz hemu [13, 28].

W ludzkim organizmie istniejg 3 izoformy syntazy tlenku azotu: neuronalna
nNOS (typ I), indukowalna iNOS (typ II) i endotelialna (Srédblonkowa) eNOS
(typ I1I). Izoformy NOS rdznig si¢ miedzy sobg masg czasteczkowa, struktura, miejs-
cem wystepowania w komorce oraz kinetyka reakcji. Neuronalna i endotelialna NOS
uwazane sg za enzymy konstytutywne, a jako kafaktoréw wymagaja jonéw wapnia
i kalmoduliny. Indukowalna NOS ulega ekspresji w makrofagach, neutrofilach,
komorkach $rédblonka, fibroblastach, migsniach gtadkich naczyn krwiono$nych,
miocytach oraz hepatocytach, w odpowiedzi na cytokiny lub inne czynniki zapalne.
Jej aktywnos¢ nie zalezy od poziomu jondw wapnia. iNOS wytwarza tlenek azotu
w 100-1000-krotnie wyzszych ilosciach niz formy konstytutywne [18, 22].

Tlenek azotu produkowany w komoérkach srédbtonka w wyniku dziatania réz-
nych bodzcéw (stres, trombina, ADP, serotonina, bradykinina, histamina) powo-
duje rozszerzanie naczyn krwionosnych i reguluje ci$nienie krwi. NO" hamuje
nadmierna aktywacje i agregacje ptytek krwi, co zwigzane jest z jego dziatalnoscia
przeciwzakrzepowg i przeciwmiazdzycowa. W moézgu i obwodowym ukladzie
nerwowym, tlenek azotu pelni role neuroprzekaznika. Uczestniczy on w procesie
uczenia si¢ i zapamietywania, a takze reguluje wydzielanie hormonéw przysadki
mozgowej [10, 29].

3. REAKTYWNOSC NADTLENOAZOTYNU

Reakcje, w ktorych uczestniczy nadtlenoazotyn mozna podzieli¢ na: bezpo-
$rednie reakcje redoks, reakcje z udziatem ditlenku wegla oraz reakcje zwiazane
z rozpadem sprzezonego z nadtlenoazotynem stabego kwasu — ONOOH. W tych
pierwszych nadtlenoazotyn bierze udzial w reakcjach jedno- lub dwu-elektrono-
wego utleniania. Reakcja CO, z nadtlenoazotynem zachodzi z duza szybkoscia
(k = 4,6 x 10°-5,7 x 10° M 'xs'; pH = 7,4, temp. 37°C) [30]. W wyniku tej prze-
miany powstaje nietrwaly produkt posredni — nitrozonadtlenowegglan (ONOOCO,)
(t,, = 1 ps), ktory ulega homolitycznemu rozpadowi dajac ditlenek azotu (NO,)
i rodnik weglanowy (CO;). Nitrozonadtlenoweglan moze ulega¢ takze izomery-
zacji do O,0NCO,, a to prowadzi do odtworzenia ditlenku wegla oraz powsta-
nia azotanu (NO,). Wtérne wolne rodniki (NO, i CO;), ktore powstaja w reakcji
miedzy ditlenkiem wegla a nadtlenoazotynem przyczyniaja si¢ do az 4-krotnego
zwigkszenia potencjatu nitrujacego ONOO™ [31]. Wydajnos¢ tworzenia rodnikow
podczas rozpadu ONOOCO, wydaje si¢ by¢ dyskusyjna. Wigkszos¢ autorow
podaje, ze addukt nadtlenoazotynu z CO, w okoto 65% rozpada si¢ bezposrednio
do NO; i CO,, natomiast w 35% do rodnikow CO, 1'NO, [7, 32, 33].

Trzeci rodzaj reakcji zwigzany jest z powstawaniem rodnika hydroksylowego
i rodnika ditlenku azotu podczas rozpadu kwasu nadtlenoazotawego [15]. Nadtle-
noazotyn moze ulega¢ protonacji (pK, = 6,8), dajac kwas nadtlenoazotawy [34, 35].
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Uwaza sie, ze czasteczka ONOOH ulega homolizie z rozerwaniem wigzania O-O
tworzac pare rodnikéw - rodnik hydroksylowy (‘OH) i ditlenek azotu ('NO,)
[7, 33, 36]. Wczesniej uwazano, ze ditlenek azotu obecny jest w organizmie jedynie
po ekspozycji na dym papierosowy lub zanieczyszczenia powietrza [18].

Powstajgca para rodnikowa ‘OH/'NO, zamknieta jest w swoistej klatce, otoczo-
nej czasteczkami wody i moze dyfundowa¢ na zewnatrz klatki (zachodzi to w ok.
30% przypadkéw) lub rekombinowaé bezposrednio do NO; (takiej reakcji ulega
okoto 70% par rodnikowych) [18, 33, 37]. Ze wzgledu na wysokie stezenie ditlenku
wegla w komoérkach i ptynach pozakomdérkowych (1,3-1,5 mM, tj. okolo 10000 razy
wigksze niz stezenie jondw wodorowych), jest on jednym z najwazniejszych substra-
tow dla nadtlenoazotynu [38]. Zatem najbardziej prawdopodobne jest, ze nadtle-
noazotyn w warunkach in vivo przereaguje wlasnie z ditlenkiem wegla, niz ulegnie
przeksztalceniu do HONOO, dajac z kolei rodniki hydroksylowe.

NO, + CO3~ NO; + CO,

N/

[ONO,CO; ]

Tcoz

H‘I'
NO'+ O;"—» ONOO"~ ¢ > ONOOH
“OH

!

NO, €—— [NG;OH]

l

NO; + "OH

Rysunek 1. Reakcje nadtlenoazotynu
Figure 1. Reaction of peroxynitrite

4. BIOLOGICZNE DZIALANIE NADTLENOAZOTYNU

Nadtlenoazotyn jest czynnikiem o szerokim spektrum dzialania w stosunku
do biomolekut. Biologiczne skutki modyfikacji oksydacyjnych wywotanych przez
ONOQO'" s3 liczne, ale wazne jest, aby pamietaé, ze w duzym stopniu zaleza one
od stezenia tworzonego nadtlenoazotynu i jego komodrkowej lokalizacji. Zwiazek



NADTLENOAZOTYN - SILNY BIOLOGICZNY UTLENIACZ 631

ten i jego pochodne reaguja zaréwno z aminokwasami (m.in. tyrozyng, cysteing,
metioning, tryptofanem), lipidami (fosfolipidy bton, lipoproteiny frakcji LDL), kwa-
sami nukleinowymi, a takze réznymi antyoksydantami. Nadtlenoazotyn powoduje
tworzenie grup karbonylowych, dimeryzacje¢, nitrowanie i nitrozylacje aminokwa-
sow, alkoholi, weglowodandw i zwiazkow tiolowych. Moze dziala¢ jako jedno- lub
dwuelektronowy utleniacz, z istotng rolg jonéw metali przej$ciowych, spetniajacych
funkcje katalizatoréw. Jego aktywnos¢, z jednej strony prowadzi do negatywnych
nastepstw, takich jak utrata funkeji biatek, a z drugiej, do powstawania zwigzkow
bedacych donorami tlenku azotu, odgrywajacych role w rozkurczaniu naczyn
krwionos$nych [15].

Liczne badania dowodza, ze powstajacy w naczyniach krwionosnych nadtleno-
azotyn jest zarowno silnym oksydantem jak i czynnikiem nitrujagcym. Modyfikacje
bialek spowodowane dzialaniem nadtlenoazotynu powodujg zmiany w strukturze
i funkgji tych biomolekut, ktérych wystepowanie stwierdzono w wielu stanach cho-
robowych [39].

Nadtlenoazotyn wywoluje nitrowanie reszt aminokwaséw alifatycznych takich
jak: cysteina, metionina oraz aminokwasdéw aromatycznych: tryptofan i tyrozyna.
Najbardziej podatne na utlenianie sg aminokwasy siarkowe (cysteina, metionina),
a takze tyrozyna, tryptofan, fenyloalanina i histydyna [40]. Dzialanie nadtleno-
azotynu na biatka ma bardzo istotne znaczenie w modulowaniu funkcjonowania
enzymow. Szczegdlnie narazone na dziatanie ONOO™ sg grupy prostetyczne zawie-
rajace jony metali przejsciowych badz hem. W wyniku ich utleniania dochodzi do
zahamowania aktywnosci enzymatycznej m.in. mieloperoksydazy, ceruloplazminy,
dysmutazy ponadtlenkowej [38]. Wolne rodniki powstajgce w wyniku homolizy
nadtlenoazotynu, badz podczas jego reakcji z CO, (NO;, OH', NO;, CO;), réwniez
majg zdolnos¢ do oddzialywania z biatkami, co prowadzi do ich modyfikacji. Utle-
nianie przez ONOQO™ wolnych grup tiolowych prowadzi m.in. do zaburzenia funkcji
enzymow zaangazowanych w metabolizm energetyczny komorki (dehydrogenazy
bursztynianowej, reduktazy fumaranu) [10].

Szczegblng uwage nalezy zwroci¢ na udzial nadtlenoazotynu w procesie nitro-
wania tyrozyny (Rys. 2). Nitrowanie tyrozyny prowadzi do kowalencyjnej modyfi-
kacji biatka w wyniku dodania grupy nitrowej (-NO,) w sgsiedztwie grupy hydrok-
sylowej w pierscieniu aromatycznym reszt tyrozynowych. Cho¢ nadtlenoazotyn
bezposrednio nie moze reagowac¢ z grupa fenolows, to produkty jego rozpadu -
rodnik hydroksylowy i ditlenek azotu wykazuja taka aktywno$¢. Dodatkowo, nie-
trwaly nitrozonadtlenoweglan (ONOOCO,), powstajacy w reakcji ONOO™ z CO,,
jest zrédtem silnie reaktywnego rodnika weglanowego, ktéry podobnie jak ‘OH
moze powodowa¢ tworzenie rodnikéw tyrozylowych reagujacych dalej z NO,.
ONOOCO, ma czas poltrwania krétszy niz 3 ms i reaguje z tyrozyng ze stalg reakcji
wiekszg od 2 x 10° M s™' [41, 42]. Rodniki CO;" reaguja z reszta tyrozyny poprzez
oderwanie wodoru od grupy hydroksylowej, natomiast w odréznieniu od rodnikéw
'OH, nie przylaczajg si¢ do pierécienia aromatycznego. Dzigki temu, moze powsta-
wac wiecej rodnikéw tyrozylowych, oddziatujacych nastepnie z 'NO, do postaci
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3-nitrotyrozyny. Co prawda rodniki "NO, réwniez reaguja z resztg tyrozyny poprzez

oderwanie atomu wodoru z grupy hydroksylowej, jednak stata szybkosci tej reak-

cji jest 2-3 rzedy wielko$ci mniejsza od stalej szybkosci reakcji rodnikéw "“OH czy
0] [43-45].

Wielu autoréw uwaza, ze markerem dziatania nadtlenoazotynu w organizmie
jest obecnos¢ znitrowanej tyrozyny w biatkach. W osoczu 0séb zdrowych poziom
3-nitrotyrozyny jest stosunkowo niski (< 0,1 nmol/mg biatka), ale znaczaco wzrasta
w przebiegu wielu choréb zwigzanych z ostrym lub przewlektym stanem zapalnym
(posocznica, zespo! ostrej niewydolnosci ptuc, choroba niedokrwienna serca, chro-
niczna niewydolnos¢ nerek, reumatoidalne zapalenie stawdéw, cukrzyca, nowotwory
pluc), a takze u 0sdb palacych [46-49].

OH rodnik tyrozylowy
o\
Hz COB
H—%:—NH+
3
CH
COO" : .
H—C— H"' H—C NHF  H— C NHY H C—NH
tyrozyna ? } ,
CCO~ COo- COC~ Coo
\“
o
OH NO; OH
NO,
I
H—C—NH} H— c NH I-E(|) NH,
COo” coo- coo”
3-nitrotyrozyna 2,5-dityrozyna

Rysunek 2. Powstawanie nitrotyrozyny i dityrozyny przy udziale nadtlenoazotynu
Figure 2. Formation of nitrotyrosine and dityrosine by peroxynitrite

Nadtlenoazotyn nie tylko silnie dziata na tyrozyne, ale réwniez na aminokwasy
siarkowe (cysteine i metioning) [50]. W przypadku Cys ONOO™ jest odpowie-
dzialny za proces dwuelektronowego utleniania prowadzacy do wytworzenia wigzan
disiarczkowych, co moze by¢ waznym mechanizmem inaktywacji wielu enzymow.
W temperaturze pokojowej, w pH fizjologicznym nadtlenoazotyn utlenia grupy
-SH okoto 1000 razy szybciej niz nadtlenek wodoru. Reakcja ONOO™ z grupami
tiolowymi przebiega z wytworzeniem produktéw posrednich, gtéwnie S-nitrotioli
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(RSNO,) oraz niewielkich ilosci S-nitrozotioli (RSNO). Te drugie s3 waznym sklad-
nikiem metabolizmu tlenku azotu i odgrywaja istotng role w przeksztatcaniu tok-
sycznego ONOO™ do tlenku azotu [51].

Metionina jest utleniana przez nadtlenoazotyn [52], jak réwniez przez inne
reaktywne formy tlenu, takie jak nadtlenek wodoru, ozon, kwas chlorowy(I), do
sulfotlenku metioniny (MeSOX) i dalej do sulfonu metioniny (Me2SOX) (Rys. 3).
In vivo dzialanie nadtlenoazotynu na metionine ograniczone jest prawdopodobnie
do dwuelektronowego utleniania jej do MeSOX. Powyzsza reakcja zachodzi, jesli
w jej srodowisku nie wystepuje ditlenek wegla. Utlenianie metioniny hamowane jest
wigc przez obecnos¢ ditlenku wegla, niezaleznie od pH roztworu w przeciwienstwie
do reakgcji nitrowania tyrozyny. Nitrowanie tyrozyny i utlenianie metioniny, sg zatem
reakcjami konkurencyjnymi i zaleza od dostepnosci ditlenku wegla [53, 54].

GH, g G
g j=0  0=p=0
cI;H2 —_ CI:H2 —_ (I;HZ
CH, CH, CH,
| | |
NC-G- NE-G- NG
HHO HHO HHO
Metionina Sulfotlenek metioniny Sulfon metioniny

Rysunek 3. Proces wywolanego przez nadtlenoazotyn utleniania metioniny
Figure 3. The process of peroxynitrite-induced oxidation of methionine

Nadtlenoazotyn powoduje takze modyfikacj¢ zwigzkow lipidowych: fosfolipi-
doéw blon, liposomoéw i lipoprotein [34]. Peroksydacja lipidéw z udziatem ONOO™
polega na odlaczeniu atomu wodoru od nienasyconych kwaséw ttuszczowych. Nie
jest przy tym wymagana obecno$¢ jondw metali przej$ciowych jako katalizatordéw
reakcji. Produktami utleniania lipidéw sa wodoronadtlenki lipidéw, skoniugowane
dieny i aldehydy. Produkty posrednie peroksydacji (wodoronadtlenki lipidéw, dial-
dehyd malonowy, izoprostany, 4-hydroksynonenal) moga prowadzi¢ do dalszych
uszkodzen oksydacyjnych w komoérce. Utlenianie fosfolipidéw oraz cholesterolu jest
przyczyng zmian ptynnosci i przepuszczalnosci blon komoérkowych, co ma powazne
konsekwencje dla prawidtowego funkcjonowania komoérki. Utlenianie lipidow two-
rzacych otoczke mielinowg neuronéw prowadzi do demielinizacji i rozwoju choréb
ukladu nerwowego [13, 18, 55]. Nitrowanie fosfolipidéw blon wplywa na zaburze-
nie transdukcji sygnatu w komorce [7].

Lipoproteiny o niskiej gestosci (LDL) sa szczegoélnie podatne na utleniajace
i nitrujace dziatanie nadtlenoazotynu. Akumulacja utlenionego cholesterolu i LDL
jest przyczyna rozwoju miazdzycy [56].

Nadtlenoazotyn jako silny zwigzek utleniajacy i nitrujgcy jest w stanie wywo-
tywa¢ modyfikacje zasad azotowych. Sposréd 4 zasad azotowych nukleotydow
najwicksza wrazliwo$¢ na jego toksyczne dzialanie wykazuje guanina. W wyniku
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jej utleniania powstaje 8-oksoguanina, ktéra nastepnie moze zosta¢ przeksztalcona
do kwasu cyjanurowego i oksazolonu. W konsekwencji dochodzi do rozerwania
pierscienia imidazolowego guaniny i powstania trwalej mutacji. Nadtlenoazotyn
powoduje rowniez nitrowanie guaniny, czego produktem jest 8-nitroguanina, trakto-
wana jako specyficzny marker uszkodzenn DNA wywotanych przez ONOO™ [57, 58].
Nadtlenoazotyn poprzez swoje toksyczne dziatanie przyczynia si¢ do powstawania
jedno- i dwuniciowych peknie¢ DNA. W wyniku odlaczenia atomu wodoru od deok-
syrybozy dochodzi do rozerwania pierscienia cukrowego i przerwania nici DNA.
Powstawanie jednoniciowych peknie¢ DNA spowodowanych dziataniem ONOO™
obserwuje si¢ gtéwnie w pH zasadowym, podczas gdy liczba uszkodzen w pH
kwasnym i obojetnym jest duzo nizsza. Jednoniciowe pekniecia DNA powstajace
na skutek uszkadzajacego wplywu nadtlenoazotynu mogg nadmiernie aktywowa¢
jadrowy enzym - polimeraze poli(ADP-rybozy) (PARP), co w konsekwencji prowa-
dzi do nekrotycznej $mierci komdrki w warunkach stresu oksydacyjnego [59-61].
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