Vladimir Prokopovic¢

Ispitivanje superoksid dismutazne i
antibakterijske aktivnosti kompleksa
bacitracina sa prelaznim metalima

Superoksid dismutaze (SOD) su klasa enzima koja je zaduZena za prevenciju
neZeljenih efekata oksidativnog stresa, na taj nacin $to superoksid anjon radikal
(027) prevode u vodonik peroksid. Poremecaji u funkciji ovih enzima vode nizu
patoloskih stanja, te je potraga za molekulima koji bi imali SOD aktivnost jedan
od prioriteta danasnjih farmaceutskih kompanija. Bacitracin (bA) je makrociklicni
antibiotik za koji je vec¢ duZe poznato da ima visok afinitet za jone prelaznih
metala. U ovom radu je ispitivana SOD aktivnost metaloantibiotickih kompleksa
bacitracina sa prelaznim metalima u zavisnosti od metalnog jona, a takode je
uporedivano njihovo antibakterijsko dejstvo sa samim antibiotikom. Kao joni
metala korisceni su Fe(Ill), Mn(Il), Cu(Il) i Ni(1l) i rezultati ukazuju da svi kom-
pleksi pokazuju SOD aktivnost, od cega kompleksi Fe(Ill) i Mn(1l) najvecu. Kom-
pleks Mn(1l) pokazao je i katalaznu aktivnost, tj. sposobnost da nastali vodonik
peroksid dalje razgradi. Poredenjem antibakterijske aktivnosti kompleksa sa
samim bacitracinom pokazano je da kompleks Mn(Il) pokazuje znacajno vece an-
tibiotsko dejstvo. Ovi rezultati otvaraju vrata jednom novom pravcu ispitivanja
metalnih kompleksa makrociklicnih antibiotika i njihove primene u suprimiranju
oksidativnog stresa, ali i pojacavanju antibakterijskog dejstva.

Uvod

Superoksid dismutaze (SOD) su za Zivot neophodna klasa enzima ¢ija
je primarna uloga da katalizuju disproporcionisanje superoksid anjon radi-
kala u kiseonik i vodonik peroksid (Halliwell i Gutteridge 1999):

20," + oS0y 0, + H,0,

Superoksid anjon radikal (O, ) nastaje kao sporedni proizvod u nor-
malnom aerobnom metabolizmu (Halliwell i Gutteridge, 1999), a njegova
produkcija moZe biti povecana u raznim patoloskim stanjima (Cuzzocrea
et al. 2001). Zbog patoloskih efekata prekomerne koli¢ine O,  veoma je
vazno ispitati mehanizme uklanjanja ovog radikala pomocu jedinjenja sa
SOD aktivnoscéu.
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Primena prirodne SOD sve viSe nailazi na ogranienja, pre svega
zbog pojedinih imunoloskih problema koje sam molekul izaziva, ali i zbog
nemogucnosti prolaska kroz membransku barijeru, Sto limitira transport
molekula SOD do Zeljenog intracelijskog cilja (Salvemini et al. 2002).
Zbog toga se u poslednje vreme veliki broj istraZivanja okrece ka prona-
laZenju molekula, mimetika, koji bi imali ulogu SOD, a opet mogli da lako
produ membransku barijeru (Riley 1999).

Mimetici su molekuli niskomolekulske mase, najceSce neorganski
kompleksi mangana, gvoZzda i cinka, ¢ija je fizioloSka uloga identi¢na ulozi
superoksid dismutaze. Racionalnim dizajnom pojedinih klasa mimetika,
danas se doSlo do predstavnika sa katalitickom konstantom koja je veca
od enzimske (Riley 1999).

Jedan od skoro definisanih mimetika jeste i kompleks bacitracina
(slika 1) sa dvovalentnim jonima prelaznih metala (Piacham et al. 2000).
Bacitracin je dodekapeptidni antibiotik koji sintetiSe bakterija Bacillius sp
(Ming i Epperson. 2002). Ovaj antibiotik efektivan je protiv gram pozi-
tivnih bakterija zbog svoje sposobnosti da inhibira sintezu celijskog zida.
Posebno je znacajan jer je pokazano da moze da inhibira i odredene stadi-
jume reprodukcije HIVa. Samo mali broj bakterija je rezistentan na ovaj
antibiotik, $to otvara nove vidike u primenljivosti bacitracina (Mandel et
al. 1993; Ryser et al. 1994).
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Jedna od osnovnih hemijskih karakteristika ovog antibiotika jeste
veoma veliki afinitet za kompleksiranje sa dvovalentnim jonima prelaznih
metala kao §to su Zn(II), Cu(Il), Ni(Il), Co(II) i Mn(Il) (Garbut et al.
1961). U ranijim istraZivanjima (Piacham et al. 2006) dokazano je da neki
od ovih kompleksa mogu imati SOD aktivnost i da ih proteaza ne moze
razgraditi, te ovi kompleksi mogu sluZiti kao osnova za dalje razvijanje
novih terapeutskih SOD mimetika. U svetlu ovih Cinjenica, cilj naSeg is-
traZivanja bio je da se ispita SOD aktivnost metaloantibiotickih kompleksa
bacitracina sa prelaznim metalima u zavisnosti od metalnog jona, kao i da
se uporedi njihovo antibakterijsko dejstvo sa samim antibiotikom.
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Slika 1.
Bacitracin A

Figure 1.
Bacitracin A
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Materijal 1 metode

Sinteza kompleksa. U 150 mL metanola dodato je 1.31 g bacitracina.
Napravljeni su i 0.045 M metanolni rastvori soli slede¢ih metala: NiClp,
FeCl3, CuCl2 i MnClz. 20 mL metanolnog rastvora svake soli ukapavano
je u rastvor bacitracina tokom jednog sata. Po zavrSetku sinteze metanol
je uparavan na vakuum uparivacu da bi se dobio prah metaloantibiotickih
kompleksa Ni(Il)-bacitracina, Fe(IlI)-bacitracina, Cu(II)-bacitracina i
Mn(II)-bacitracina.

Snimljeni su UV-VIS i IR spektri bacitracina i dobijenih kompleksa.

Odredivanje SOD aktivnosti pomo¢u NBT-a. SOD aktivnost kom-
pleksa odredivana je modifikovanim nitroplavo tetrazolijum (NBT) esejem
(Liu ef al. 2007). U rastvor kompleksa u kalijum fosfatnom puferu pH 7.4
(KPi) rastvoren je NBT, a onda je u rastvor dodat ¢vrsti KO, tako da mu
koncentracija bude bar u desetostrukom viSku u odnosu na koncentraciju
kompleksa. Formiranje formazana iz nitroplavotetrazolijuma praceno je
spektrofotometrijski na 560 nm (Liu et al. 2007).

Odredivanje SOD i katalazne aktivnosti merenjem vodonik perok-
sida. SOD aktivnost odredivana je i preko formiranja vodonik peroksida.
Rastvori kompleksa u KPi su tretirani desetostrukim viskom KOz i nakon
pet minuta odredivana je koncentracija nastalog vodonik peroksida. Katala-
zna aktivnost kompleksa je odredivana tako S§to su rastvori kompleksa
inkubirani sa petostrukim viskom vodonik peroksida i nakon pet minuta
merena je koncentracija H2O2. Koncentracija vodonik peroksida je merena
standardnom metodom koja se bazira na spektrofotometrijskoj detekciji
proizvoda nastalog u reakciji vodonik peroksida sa peroksidazom iz rena i
4-aminantipirinom (Filipovic et al. 2007).

Antibiogram test sintetisanih kompleksa. Staphilococcus aureus je
zasejan preko noci u te¢nom medijumu koji je sadrzao 30 g triptona, 20 g
glukoze i 10 g ekstrakta kvasca. Posle 24 sata po 200 UL bakterija je pre-
sejano u devet Petri Solja na ¢vrstu podlogu (agar-agar). Napravljeni su 10
mM rastvori bacitracina i sva Cetiri kompleksa u 96% etanolu. U svakoj
od Petri Solja sa zasejanom kulturom napravljeno je po Cetiri udubljenja.
U svako udubljene jedne Petri Solje sipano je 10, 20, 30 ili 50 UL rastvora
bacitracina ili kompleksa. Kao kontrola kori$éen je soj bakterija koji je tre-
tiran sa 10, 20, 30 ili 50 L &istog etanola. Ovako tretirane bakterije osta-
vljene su 24 sata u termostatu na 37°C.

Rezultati 1 diskusija

Kompleksi bacitracina sa Ni(Il), Fe(Ill), Cu(I) i Mn(Il) sintetisani su
i prinos u odnosu na teorijski bio je kod Ni(Il)-bacitracina 77%, Fe(Ill)-
bacitracina 87%, Cu(Il)-bacitracina 80%, a kod Mn(II)-bacitracina 87%.
Svi kompleksi pokazuju jasno razliit spektar u UV oblasti u odnosu na
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sam bacitracin, a kompleski Fe(IIT), Cu(II) i Ni(II) apsorbuju i u vidljivom
delu. Izostanak specificne apsorpcije kompleksa mangana u vidljivom delu
karakteristian je za vecinu kompleksa mangana koji imaju SOD aktivnost.
IR spektri takode potvrduju da je doSlo do vezivanja metalnog jona za ba-
citracin i da je sinteza kompleksa uspe$no obavljena.

Da bismo utvrdili SOD aktivnost, vodeni rastvori kompleksa tretirani
su visSkom kalijum superoksida, kao donora superoksid anjon radikala u
prisustvu detektujudeg agensa, nitroplavo tetrazolijuma (NBT). NBT u
reakciji sa O,” prelazi u plavo obojeni formazan. Kompleksi koji pokazuju
SOD akivnost inhibiraju formiranje plavog formazana, a koncentracija koja
izaziva 50% inhibicije se oznaCava kao ICsy i koristi za poredenje sa
drugim mimeticima. Svi kompleksi pokazali su znacajnu SOD aktivnost
kao §to je dato u tabeli 1. Kompleks Fe(Ill) pokazuje najvecu aktivnost,

dok je kompleks Ni(Il) najslabiji.
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Slika 2.

SOD aktivnost kompleksa i bacitracina merena na
osnovu produkcije vodonik peroksida. U rastvore
koji su sadrzavali 20 UM kompleks ili bacitracin u
50 mM Kpi dodavan je ¢vrst KO> tako da ga
finalno bude u viSestrukom visku i nakon pet
minuta merena koncentracija nastalog vodonik
peroksida i poredena sa kontrolnim uzorkom u
kome nije bilo kompleksa.

Figure 2.

SOD activity of the complexes and bacitracin
determined via production of hydrogen peroxide.
Solid KOz was added to 20 UM
complex/bacitracin solution in 50 mM KPi buffer
to final concentration of 200 UM. After five
minutes the concentration of formed hydrogen
peroxide was determined and compared to control
sample which contained no complex or bacitracine.

Slika 3.

Katalazna aktivnost kompleksa i bacitracina. U 10
UM rastvor kompleksa dodavan je vodonik
peroksid (finalno 50 [LM) i merena njegova
koncentracija nakon pet minuta

Figure 3.

Catalatic activity of the complexes and bacitacin.
Hydrogen peroxide was added to 10 UM complex
solution (finally 50 UM) and its concentration was
measured after five minutes of incubation at room
temperature.
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Tabela 1. ICs509 vrednosti dobijene na osnovu NBT eseja za odredivanje
SOD aktivnosti kompleksa

Kompleks ICs50 [UM]
bA 0
Ni(IT)-bA 173203
Fe(IT)-bA 142403
Cu(ID)-bA 16403
Mn(IT)-bA 157402

U reakciji superoksid anjon radikala sa vodom dolazi do njegove
spontane dismutacije u vodonik peroksid i kiseonik. Prisustvo mimetika bi
ubrzalo ovaj proces i povecalo procenat nastalog vodonik peroksida. Slika
2 jasno pokazuje da svi kompleksi povecavaju prinos dobijenog vodonik
peroksida, pri ¢emu su ponovo najefikasniji kompleksi Fe(III) i Cu(II), dok
su kompleksi Ni(I) i Mn(II) ne$to manje efikasni.

Cesta pojava kod SOD mimetika jeste da pored superoksid dismuta-
zne poseduju i katalaznu aktivnost, tj. da mogu da razgraduju vodonik pe-
roksid. Da bismo ovo proverili, kompleksi su inkubirani sa vodonik
peroksidom C¢ija je koncentracija merena posle pet minuta (slika 3). Kom-
pleksi Ni(IT) i Cu(Il) nisu pokazali katalaznu aktivnost, dok je najveca ak-
tivnost primecena kod kompleksa Mn(II). Katalazna aktivnost nadena kod
kompleksa mangana moZe da objasni neSto niZe vrednosti nadene pri
odredivanju SOD aktivnosti ovog kompleksa. Interesantno je da sam baci-
tracin ima izrazitu katalaznu aktivnost, §to nije prijavljeno u ranijim ra-
dovima.

Tabela 2. Antibakterijsko dejstvo kompleksa i bacitracina izraZeno
preko precnika zone inhibicije u antibiogram testu.

Kompleks Pre¢nik zone inhibicije [mm)]
bA 16.010.5
Ni(IT)-bA 20.040.5
Fe(TIT)-bA 17.020.5
Cu(IT)-bA 19.040.5
Mn(IT)-bA 26.040.5

Prethodni radovi (Piacham et al. 2006.) pokazali su da metalokom-
pleksi bacitracina takode imaju antibakterijski efekat. Da bi ovo testirali za
naSe komplekse primenili smo antibiogram test na soju Staphilococcus
aureus. Nakon inkubiranja bakterija sa razliCitim kompleksima i samim
bacitracinom, uoceno je prisustvo zone inhibicije u svim slu€ajevima.
Kompleksi Cu(Il), Ni(Il) i Mn(II) pokazali su znaCajno vece inhibiranje
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rasta soja S. Aureus u odnosu na sam bacitracin (tabela 2. i slika 4). Fe(III)
bacitracin nije dao statistiCcki znaCajan porast inhibicije.

Zakljucak

Dobijeni rezultati jasno ukazuju da za razliku od samog bacitracina
kompleksi Cu(Il), Fe(IIl), Ni(Il) i Mn(II) sa bacitracinom pokazuju jasnu
SOD aktivnost, §to je potvrdeno modifikovnim NBT esejem kao i meren-
jem produkcije vodonik peroksida. Kompleksi Fe(III) i Mn(II) pokazuju
takode i katalaznu aktivnost, koju u velikoj meri pokazuje i sam bacitracin.
Ovo je prvi put da je pokazana katalazna aktivnost bacitracina i priroda
ovakvog delovanja ovog antibiotika ostaje da bude ispitana u daljim is-
traZivanjima. Svi kompleksi su takode pokazali i antibakterijsku aktivnost
prema soju Staphilococcus aureus, od Cega je kompleks sa manganom
izrazito aktivan u poredenju sa samim antibiotikom. Ovi rezultati otvaraju
vrata jednom novom pravcu ispitivanja metalnih kompleksa makrocikli¢nih
antibiotika i njihove primene u suprimiranju oksidativnog stresa, ali i
pojacavanju antibakterijskog dejstva.
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Slika 4 (opposite
page).

Antibiogram test raden
na soju Staphilococcus
aureus.

A) etanol;

B) bacitracin;

C) Ni(Il) bacitracin;
D) Fe(IIl) bacitracin;
E) Cu(Il) bacitracin;
F) Mn(Il) bacitracin

Figure 4 (opposite
page).

Antibiotic
susceptibility testing
on a clinical strain of
Staphilococcus aureus.
A) ethanol;

B) bacitracin;

C) Ni(Il)-bacitracin;
D) Fe(III)-bacitracin;
E) Cu(Il)-bacitracin;
F) Mn(II)-bacitracin
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Vladimir Prokopovi¢

Antibacterial and Superoxide Dismutase Activity of Metallo-
bacitracin Complexes

Superoxide (O,") is the reactive radical anion formed following a
one-electron reduction of dioxygen during numerous oxidation reactions
under normal conditions in both living and nonliving systems. Because it
is a very good reducing agent in the anionic form and a very good oxidant
in the protonated form, superoxide is potentially dangerous for all cellular
macromolecules and can generate other undesired reactive species. Its
damaging effects lead to different pathophysiological conditions that cause
aging, pain, inflammatory disorders, serious neurodegenerative diseases,
and multiple types of cancer. Therefore, the concept of removing superox-
ide via rapid disproportionation, i. e. dismutation, has a protective benefi-
cial outcome in a large number of diseases caused by the overproduction
of superoxide radicals.

Natural superoxide dismutase (SOD) enzymes catalyze reactions:

20, + 20— W% 0, + 1,0,

This calls for new types of free-radical inhibiting enzyme mimetics
to be used as pharmaceuticals. The stable low molecular weight metal
complexes that can react with superoxide and efficiently replicate the ac-
tivity of the native SOD enzyme have the potential to become a new gen-
eration of drugs for the treatment of diseases of various aetiologies.

Bacitracin is a metal-dependent dodecapeptide antibiotic produced by
Bacillus species (e. g. Bacillus licheniformis). Bacitracin is effective
against Gram-positive bacteria by inhibiting the synthetic pathway for cell
wall formation. Bacitracin provides strong affinity to divalent metal ions
such as Zn(Il), Cu(Il), Co(Il), and Mn(II) in the formation of 1:1 complex.

The aim of this study was to examine SOD activity of bacitracin-
based complexes and to see their antibacterial activity. Bacitracin based
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complexes with metal ions: Mn(II), Fe(IIT), Cu(Il) and Ni(Il) were synthe-
sized and their SOD activity confirmed by two essays. The nitroblue tetra-
zolium (NBT) essay is based on one-electron reduction of NBT by
superoxide to blue product, formazan. The concentration of putative mi-
metic that produces a 50% of inhibition of formazan formation is called
IC5p and it is used to compare with other SOD mimics. All complexes
showed SOD activity of which Fe(Ill) and Mn(II) had the highest activity.
SOD activity was also confirmed measuring the product of superoxide dis-
mutation, hydrogen peroxide.

It is well known that some metal complexes that posses SOD activity
show catalyzing activity as well. This means that they are able to further
dismutate hydrogen peroxide to water and oxygen. We tested this with
bacitracin-based mimics and the Mn(II)bacitracin complex was the only
one that showed pronounced catalyzing activity. This result showed that
the manganese complex of bacitracin is the most prominent among other
complexes in terms of defence against oxidative stress.

When the antibacterial activities of complexes were compared with
bacitracin, some of them showed a much higher antibiotic activity than
bacitracin itself. Again, the manganese complex was the most efficient in
preventing growth of Staphylococcus aureus.

Taken together these results shed a new light on the development of
novel SOD mimics for pharmaceutical use, underlying the multi-function-
ality of bacitracin based complexes which can be used as superoxide dis-
mutases, catalazes and antibiotics.
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