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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Nitroksydy jako trwate rodniki organiczne poczatkowo wykorzystywane byty jako znaczniki spi-
nowe w spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego (electron paramagnetic re-
sonance — EPR) w badaniach takich parametréw jak pH Srodowiska wewnatrzkomérkowego,
stopiefi nasycenia komoérek lub tkanek tlenem, ptynnosci bton biologicznych, stanu konforma-
cyjnego biatek, w topografii bialek i enzymoéw. Nitroksydy sa réwniez wykorzystywane w biolo-
gii i medycynie, jako substancje kontrastowe w obrazowaniu metoda rezonansu magnetycznego
(magnetic resonance imaging). Od odkrycia ich wiasciwosci przeciwutleniajacych rozpocze-
fa si¢ era badan nad potencjalnymi mozliwosciami ich wykorzystania jako syntetycznych anty-
utleniaczy. Nitroksydy biora udziat w reakcjach utleniania i redukcji zachodzacych w komorce
i moga modulowac stan redoks srodowiska, w ktérym si¢ znajduja. Dlatego tez sa intensywnie
badane w réznych modelach stresu oksydacyjnego. Dziatanie antyutleniajace nitroksydow wy-
nika z ich zdolnosci do katalizowania reakcji dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego (rola
pseudodysmutazowa), hamowania proceséw utleniania (peroksydacji) lipidéw, zapobiegania re-
akcji Fentona i Habera-Weissa przez utlenianie jonéw metali przejSciowych na nizszym stopniu
utlenienia oraz indukowania wtasciwosci pseudokatalazowej biatek hemowych. W pracy przed-
stawiono mechanizmy antyutleniajacych wlasciwosci nitroksydéw. Oméwiono zwiazek migdzy
budowa, funkcja a szybkoscia redukcji nitroksydéw w tkankach. Ponadto przedyskutowano moz-
liwosci zastosowania tych zwigzkéw w celach chemioprewencyjnych oraz radioprotekcyjnych
i podano przyktady.

nitroksyd * mimetyki SOD - stres oksydacyjny * Tempol

Summary

Nitroxides as stabile organic radicals were used initially as spin labels in spectroscopy of electron
paramagnetic resonance (EPR) with respect to parameters such as pH of an intercellular environ-
ment, oxygenation of cells and tissues, fluidity of biological membranes, conformational state
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and topography of proteins. Nitroxides have also been used in biology and medicine as contrast
agents in magnetic resonance imaging (MRI). When their antioxidant activities were discovered,
an era of research on the potential utility of these agents began. Nitroxides can modulate the redox
state of the cell by participation in oxidation/reduction reactions. Therefore, they are extensive-
ly examined in various models of oxidative stress. The antioxidant effect of nitroxides is a result
of their ability to catalyze dismutation of superoxide radical (superoxide dismutase-like activi-
ty), inhibit lipid peroxidation, prevent Fenton and Haber-Weiss reactions by oxidation of transi-
tion metal ions to a higher oxidative state, and confer catalase-like activity on heme proteins. In
the present paper the antioxidative mechanisms of nitroxides are presented. The relation betwe-
en structure, function and the rate of nitroxide reduction inside cells and tissues is also presen-
ted. The application of nitroxides in chemoprevention and radioprotection is discussed.
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Wykaz skrotow: EPR - elektronowy rezonans paramagnetyczny (electron paramagnetic resonance);

kinaza ATM - kinaza biatkowa serynowo-treoninowa (ataxia teleangiectasia mutated);

MR - obrazowanie za pomocg rezonansu magnetycznego (magnetic resonance imaging);

RFT - reaktywne formy tlenu (ROS - reactive oxygen species); Tempace - 4-acetamido
2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-1-oksyl (Tempace, 4-acetamido-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-
N-oxyl); Tempamina - 4-amino-2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-1-oksyl (Tempamine, 4-amino-
2,2,6,6-tetramethylpiperidine-N-oxyl); Tempo - 2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-1- oksyl (Tempo,
2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl); Tempol - 4-hydroksy-2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-1-oksyl
(Tempol, 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl); Tempon - 2,2,6,6-tetrametylopiperydon-

4-oksyl-1 (Tempone, 4-0x0-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl).

1. WprowADZENIE

Nitroksydy sa zréznicowang grupa stabilnych wolnych
rodnikéw organicznych (heterocyklicznych), charak-
teryzujacych si¢ obecnoscia grupy nitroksylowej >N--
O zawierajacej niesparowany elektron. Ze wzgledu na
charakter paramagnetyczny zwiazki te znalazty zastoso-
wanie w spektroskopii EPR jako sondy i znaczniki spi-
nowe w badaniach biochemiczno/biofizycznych, jako ad-
dukty w putapkowaniu spinowym [18] oraz jako Srodki
kontrastowe w obrazowaniu metoda rezonansu magne-
tycznego [37]. Kiedy wykazano, ze nitroksydy dziataja
antyutleniajaco, tj. maja wlasciwosci charakterystyczne
dla dysmutazy ponadtlenkowej [65] oraz moga hamowacd
reakcje Fentona i Habera-Weissa [25] rozpoczety sig in-
tensywne badania nad mozliwosciami ich wykorzystania.
Wykazano m.in., ze zwiazki te moga zapobiega¢ uszko-
dzeniom oksydacyjnym materialu genetycznego [80], ha-
mowacé peroksydacje lipidéw [42,44], zapobiega¢ nega-
tywnym skutkom towarzyszacym zespotowi po reperfuzji
[83] lub niwelowac dziatania niepozadane chemioterapii
[16]. Dodatkowo wykazano, ze nitroksydy podane w ste-
zeniu 100 umol/l nie dziataja toksycznie na komorki li-
nii fibroblastéw plucnych chomika chiniskiego V79 [46],

a sporadyczna cytotoksycznos¢ tych zwiazkow wynikaé
moze z zastosowania zbyt duzego ich stgzenia [14,53].
Nitroksydy, ulegajac w komodrce procesom utleniania i re-
dukcji na 0gét nie zuzywaja sig stechiometrycznie, a struk-
tura elektronowa i molekularna nitroksydu nie ulega na-
ruszeniu podczas reakcji substytucji [68].

2. BubowA CHEMICZNA NITROKSYDOW

Najczesciej stosowane nitroksydy sa zwigzkami heterocy-
klicznymi pigcio- lub szeSciocztonowymi i charakteryzu-
ja sie obecnoscia grupy nitroksylowej z niesparowanym
elektronem. Gestos¢ tadunku jest prawie réwno roztozo-
na mi¢dzy atomem tlenu i azotu. Stabilno$¢ wolnego rod-
nika nitroksydu wynika ze sterycznie upakowanego ukta-
du, tj. obecnosci grup metylowych, znajdujacych sig przy
atomach wegla w pozycjach o atomu azotu (ryc. 1). Brak
atoméw wodoru przy o atomach wegla nie dopuszcza do
reakcji dysproporcjonowania migdzy dwoma rodnikami
oraz ogranicza dostgp innym substancjom, ktére mogty-
by doprowadzi¢ do wygaszenia spinu [76].

Ze wzgledu na strukturg chemiczng pierscienia, mozna wy-
r6znié najcze¢sciej stosowane typy nitroksydéw:
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3HC CH3

3HC ,\‘l CH3
0.
Ryc. 1. Stabilizacja rodnika nitroksydowego (Tempo), pochodnej
2,2,6,6-tetrametylopiperydyny przez grupy metylowe

budowy pierscienia. Nitroksydy, pochodne piperydyny
moga wystgpowaé w postaci trzech konformacji: krze-
setkowej, 16dkowej lub skreconej (ryc. 4). Ogélnie jed-
nak pochodne 2,2,6,6-tetrametylopiperydyny wystepuja
w formie krzesetkowej z katem torsyjnym ok. 20 stopni
(wykazano dla 2,2,6,6-tetrametylopiperydynolu-4-oksylu-1)
[69]. Wykluczono natomiast strukturg t6dkowa, a jedynie
2,2,6,6-tetrametylopiperydon-4-oksyl-1 (Tempon) wystepu-

Ryc.2.Budowa pierscieni heterocyklicznych
nitroksydéw oraz ich pochodnych: A —

A B C

R R
X X X

oksazolidynowy, B — nasycony pirolidynowy,

D C— nienasycony pirolinowy, D — piperydynowy.
R X moze by¢ atomem wodoru (aminy
drugorzedowe), grupa -OH w przypadku
hydroksyloamin, atomem tlenu — stabilny
rodnik nitroksylowy oraz atomem tlenu
X z podwdjnym wigzaniem ze zlokalizowanym
fadunkiem dodatnim (=0%) — kation
oksoamoniowy

e zawierajace pierscien pigciocztonowy z atomami tlenu
i azotu — nitroksydy oksazolidynowe,

* majace pierscien pigciocztonowy (nasycony) z atomem
azotu — nitroksydy pirolidynowe,

e zawierajace piersciefi pigciocztonowy (nienasycony)
z atomem azotu — nitroksydy pirolinowe,

» zbudowane z sze$cioczlonowego pierscienia — nitrok-
sydy piperydynowe (ryc. 2).

Do grupy stabilnych rodnikéw nitroksylowych zaliczy¢é moz-
na réwniez wiele pochodnych, majacych zamiast grup mety-
lowych w pozycji 5 inne podstawniki. Do pochodnych tych
naleza m.in. nitroksydy oparte na pierscieniu pirolidynowym,
tzw. nitroksydy proksylowe, majace podstawniki w pozycji
5,5 pierscienia oraz azetoksylowe z podstawnikami w po-
zycji 2,5. Te ostatnie moga wystgpowacé réwniez w posta-
ci konformacji cis i trans. Dodatkowo wyr6zni¢ mozna po-
chodne paramagnetyczne oksazolidyny majace podstawniki
w pozycji 5,5 zwane nitroksydami doksylowymi (ryc. 2).

3. ZWIAZEK MIEDZY BUDOWA NITROKSYDU A JEGO
WEASCIWOSCIAMI ANTYOKSYDACYINYMI

Na witasciwosci antyoksydacyjne nitroksydow decydujacy
wplyw ma rodzaj pierscienia, obecnos¢ grup funkcyjnych,
fadunek oraz stopien nasycenia wiazan chemicznych w pier-
Scieniu [14,20,27]. W przypadku reakcji nitroksydéw z rod-
nikiem wodoronadtlenkowym (HO),’) istotny wptyw na szyb-
kos¢ reakcji ma rodzaj pierscienia nitroksydu oraz obecnosé
grup funkcyjnych [24]. Stwierdzono, ze nitroksydy szescio-
czlonowe charakteryzuja sig wigksza reaktywnoscia z HO,,
a tym samym wigksza aktywnoscia antyutleniajaca niz pig-
ciocztonowe. Natomiast na szybkos¢ reakcji nitroksydu z rod-
nikami NO," lub CO,’ nie ma wplywu ani rodzaj pierscienia
nitroksydu ani obecno$¢ podstawnikéw. Stata szybkosci tej
reakcji nie zalezy réwniez od pH Srodowiska. W pH fizjolo-
gicznym nitroksydy moga by¢ lepszymi zmiataczami wolnych
rodnikéw niz glutation, cysteina lub kwas moczowy [24].

Wedtug niektérych autoréw wigksza aktywno$¢ nitrok-
sydéw szesciocztonowych wynikaé moze ze specyficznej

C
—/e"
B .
N:0 +2e‘l
*
I
N-OH
A

Ryc. 3. Formy redoks nitroksydéw: A — hydroksyloamina, B — nitroksyd,
C - kation oksoamoniowy

je w konformacji skrgconej. Jednak wigzania CNOC tego
rodnika wykazuja strukture¢ ptaska. Struktur¢ ptaska wia-
zain CNOC wykazano réwniez dla pochodnych 2,2,5,5-te-
trametylopirolidyny (2,2,5,5-tetrametylopirolidynonu-3-
oksylu-1) [69]. Jesli przyjmiemy obecnos¢ jedynie formy
krzesetkowej, to wydaje sig, ze jest ona uprzywilejowa-
na w reakcjach redoks. Wigksza reaktywnos¢ nitroksy-
dow piperydynowych moze zatem wynikaé z wigkszego
pofatdowania pierscienia, a wigc lepszej dostgpnosci gru-
py nitroksylowej dla odpowiednich reagentéw w poréw-
naniu z pierscieniem pirolidynowym lub bardziej ptaskim
pierscieniem pirolinowym, ktéry wykazuje najmniejsza
reaktywnos¢ [34]. Dodatkowo nitroksydy szeSciocztono-
we szybciej ulegaja redukcji do hydroksyloamin niz pig-
ciocztonowe, co moze mie¢ decydujacy wptyw na ich re-
aktywnos$¢ z innymi wolnymi rodnikami [4,27,28,29,77].

O reaktywnosci (np. redukcji) nitroksydéw piperydy-
nowych decyduje obecnos$¢ odpowiednich podstawni-
kéw. Podstawniki, zwlaszcza te w pozycji 4, maja istot-
ny wplyw na wilasciwosci antyoksydacyjne nitroksyddow.
Moga one modulowa¢ lipofilno$¢ nitroksydéw wptywa-
jac na szybkos¢ ich redukcji oraz wprowadza¢ tadunek
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[14,27,28,29,30,45,62]. Na przyktad Tempo i Tempol wy-
kazuja poréwnywalna szybkos¢ redukcji, podobnie jak
para Tempamina i Tempon, ale szybkos¢ redukcji dwéch
ostatnich jest prawie 3 razy szybsza (Gwozdzinski, wyni-
ki niepublikowane). Podane przyktady dla pochodnych pi-
perydyny pokazuja, ze reaktywnos¢ nitroksydéw zwiaza-
na z utrata spinu nie zalezy od struktury konformacyjnej
a od gestosci elektronowej. Wzrost gestosci elektronowej,
decyduje o wigkszej reaktywnosci.

Jedli poréwnamy szybkosci redukcji nitroksydéw pipery-
dynowych z pochodnymi piroliny i pirolidyny, to redukuja
si¢ one znacznie szybciej [27]. W tym przypadku decydu-
je struktura pierscienia, a takze obecnos¢ podstawnikéw.
Wykazano, ze wprowadzenie do pierscienia piperydyno-
wego w pozycji 4 grupy acetamidowej (Tempace) skutkuje
lepszymi wlasciwosciami antyoksydacyjnymi in vitro po-
wstalego zwiazku w poréwnaniu do nitroksydéw z grupa
aminowq (Tempamina) lub grupa hydroksylowa (Tempol)
[14]. Stwierdzono, ze nitroksydy majace tendencje do utrzy-
mywania tadunku dodatniego, takie jak np. Tempamina,
lepiej chronity DNA przed uszkodzeniami wywotanymi
stresem oksydacyjnym spowodowanym naswietlaniem niz
ujemnie naladowane nitroksydy, np. 3-karboksy 2,2,5,5-te-
trametylopirolidyno-1-oksyl [34].

4. UpzIA NITROKSYDOW W REAKCJACH REDOKS

Nitroksydy wystepuja w tkankach w dwdch stanach re-
doks, to jest utlenionym i zredukowanym. Réwnowaga
migdzy postacia utleniong a zredukowana jest zalezna od
wewnatrzkomérkowego stanu redoks, w tym obecnosci in-
nych substancji mogacych bra¢ udzial w procesach utle-
niania i redukcji [52]. Rodnik nitroksylowy moze ulec re-
dukcji do hydroksyloaminy:

RR'N-O' - RR’N-OH (1)

w obecnosci reduktoréw, takich jak jony zelaza (II) lub
kwas askorbinowy [56] lub zosta¢ utleniony do kationu
oksoamoniowego:

RR’N-O® -------- RR’N=0O* 2)

przez anionorodnik ponadtlenkowy lub rodnik hydroksy-
lowy [23].

Kation oksoamoniowy moze ulega¢ jednoelektronowej
redukcji do postaci stabilnego rodnika lub ulega¢ dwu-
elektronowej redukcji z udziatem alkoholi, tioli i zredu-
kowanych dinukleotydéw nikotynoamidoadeninowych
(NADH i NADPH) do hydroksyloaminy [12,38,39].
Hydroksyloamina jest stosunkowo trwata, lecz pod wpty-
wem anionorodnika ponadtlenkowego moze by¢ utleniona
do rodnika (ryc. 3). Mozliwos¢ przechodzenia rodnikéw
nitroksylowych w stan zredukowany lub utleniony decy-
duje o ich wlasciwosciach antyoksydacyjnych. Utlenianie
nitroksydu do kationu oksoamionowego ma znaczenie
dla katalizowania reakcji dysmutacji anionorodnika po-
nadtlenkowego, podczas gdy hydroksyloamina funkcjo-
nuje jako typowy zwiazek redukujacy na podobnej zasa-
dzie jak witamina C lub E [23,46]. W przypadku silnych
reduktoréw nitroksydy ulegaja dwuelektronowej redukcji
do amin drugorzedowych.

A B C
Ryc. 4. Konformacje nitroksydow piperydynowych: A — krzesetkowa, B —
tédkowa, C— skrecona

5. METABOLIZM NITROKSYDOW

Redukcja nitroksydéw do hydroksyloamin i amin drugorzedo-
wych zachodzi wewnatrzkomérkowo w erytrocytach, keraty-
nocytach, watrobie oraz nerkach [4,27,28,29,30,51]. GIéwnym
miejscem enzymatycznej redukcji sa mitochondria i mikroso-
my watroby, gdzie nitroksydy metabolizowane sg z udzialem
reduktazy cytochromu P-450 [79]. W procesie redukc;ji ni-
troksydéw w keratynocytach wazna rolg odgrywa reduktaza
tioredoksyny [51]. Szybkos¢ redukcji nitroksydu jest zalezna
od rodzaju pierscienia, fadunku nitroksydu, rozpuszczalno-
Sci w ttuszczach oraz stgzenia wewnatrzkomoérkowych reduk-
toréw. Najbardziej oporne na redukcje sa nitroksydy majace
tadunek ujemny lub dodatni, takie jak karboksynitroksydy
oraz czwartorzgdowe sole amoniowe [27,28,29,30] lub po-
chodne imidazolowe z podstawnikami tetraetylowymi [43].

Wewnatrz komoérek nitroksydy moga by¢ rowniez reduko-
wane z udziatem kwasu askorbinowego [56] oraz glutatio-
nu [4,21,52,74] lub przez reduktazy komérkowe [38,39].
Redukcja nitroksydu przez witaming C do hydroksyloaminy
zachodzi w wyniku reakcji z anionem askorbinianowym.
Jednoelektronowe utlenienie czasteczki anionu askorbinia-
nowego prowadzi do powstania rodnika askorbylowego:

oo, 2 oo, 2 o
RR'N-0" + — RR'N-OH +\Q 3)

0" OH 0 0
anion askorbinianowy rodnik askorbylowy

Na skutek utraty kolejnego elektronu przez rodnik askor-
bylowy powstaje kwas dehydroaskorbinowy, z ktérym re-
agowa¢ moze powstata wczesniej hydroksyloamina dajac
kolejny rodnik askorbylowy:

Gho, 2 o oo, 2 o
RRIN-0 + — RRN-OH :Q/ +H, @)
0 o 0

0

kwas dehydroaskorbinowy rodnik askorbylowy

Kwas dehydroaskorbinowy moze by¢ redukowany do cza-
steczki kwasu askorbinowego z udziatem glutationu lub re-
duktazy selenozaleznej [35,59]. Pod wplywem glutationu
nastgpuje takze regeneracja rodnikéw askorbylowych do
kwasu askorbinowego. Proces dysmutacji tych rodnikéw
moze si¢ odbywac¢ z duza wydajnoscia na skutek dziata-
nia nitroksydoéw, ktére katalizuja ten proces:

GHs0, o GHs0, Cz 50, 0 GHO,
ey

rodmkaskorbylowy rodnlkaskurbylowy amon k " Y kwasd
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Kwas askorbinowy moze réwniez przeprowadzaé reduk-
cj¢ kationu oksoamoniowego do hydroksyloaminy [4].

W procesie redukcji nitroksydéw wazng rolg odgrywa glu-
tation (GSH), ktéry mimo ze nie oddziatuje bezposrednio
z nitroksydami, to z powodu pelnionej funkcji utrzymy-
wania odpowiedniego stanu redoks komorki przyczynia
si¢ do ich redukcji [21,52,78].

6. MECHANIZM DZIALANIA NITROKSYDOW

Dysmutacja anionorodnika ponadtlenkowego

Nitroksydy sa zwigzkami o matej masie czasteczkowej oko-
1o 200, tatwo przenikajacymi przez blony biologiczne mi-
metykami dysmutazy ponadtlenkowej (SOD). Nazwa mi-
metyki SOD pochodzi od ich zdolnos$ci do katalizowania
procesu dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego O,™,
produktu jednoelektronowej redukcji tlenu czasteczkowego
[47]. Proces ten katalizowany jest w komorkach z udziatem
dysmutaz ponadtlenkowych (cytosolowej lub zewnatrzko-
moérkowej CuZnSOD, wewnatrzmitochondrialnej MnSOD
lub bakteryjnej FeSOD). Anionorodnik ponadtlenkowy
powstaje w komoérkach gtéwnie na skutek ,,przecieku”
elektronéw w mitochondrialnym taricuchu oddechowym
oraz w katalizowanej przez oksydazg¢ ksantynowa reakcji
utleniania hipoksantyny i ksantyny do kwasu moczowe-
go z udzialem reduktazy NADPH i reduktazy cytochro-
mu P-450 podczas metabolizmu ksenobiotykéw w mikro-
somach. Zrédtem O, sa réwniez neutrofile i makrofagi.

Katalizowanie procesu dysmutacji anionorodnika przez
nitroksydy jest mozliwe dzigki cyklicznym reakcjom re-
doks. Stwierdzono, ze wydajnos¢ reakcji dysmutacji kata-
lizowanej przez nitroksydy zalezy od szybkosci z jaka ni-
troksyd ulega utlenieniu do kationu oksoamoniowego na
skutek dziatania anionorodnika ponadtlenkowego (6) [48]:

RR’NO" + O, "+ 2H" —» [RR’NO*T+ HO, (6)

Kation ten moze ulec redukcji pod wptywem kolejnej cza-
steczki anionorodnika do zwiazku wyjsciowego (7):

[RR'NO*] + O,"~ = RR'NO"+ O, @)

Jednoczesnie z reakcjami (6) i (7) zachodzi reakcja samo-
rzutnej dysmutacji, w ktérej z dwéch czasteczek anionorod-
nika ponadtlenkowego z udzialem dwéch protonéw powsta-
je nadtlenek wodoru i tlen czasteczkowy, jednak proces ten
jest wolniejszy w poréwnaniu z dzialaniem dysmutazy (8):

20, +2H"—>O,+H0, (8)

Stata szybkosci procesu katalizowanego przez nitroksydy
wynosi od 1#10° do 108 M™! s7! [24,83], natomiast w przy-
padku CuZnSOD szybko$¢ zmiatania O, siega rzedu 2+10°
M- 57! [5]. Najbardziej wydajna reakcja dysmutacji zacho-
dzi z udziatem nitroksydoéw piperydynowych, ktére zdolne
sa do katalizowania reakcji dysmutacji anionorodnika po-
nadtlenkowego w zakresie pH 4,0-5,0, ze stala szybkosci
tylko o jeden rzad nizsza niz w przypadku reakcji katali-
zowanej przez dysmutaz¢ CuZn SOD [24]. Nitroksydy, ze
wzgledu na niska mase czasteczkowa, maja zdolnos¢ prze-
nikania przez btony biologiczne, moga zatem skutecznie

katalizowa¢ dysmutacje¢ anionorodnika w miejscach nie-
dostepnych dla SOD [73].

Hamowanie reakcji Fentona i Habera-Weissa

Stwierdzono, Ze nitroksydy moga hamowac reakcje¢ Fentona
(9) 1 katalizowana jonami metali przejsciowych reakcje
Habera-Weissa (11) [76]. W reakcji Fentona w obecnosci
jonéw metali przejSciowych, tj. Fe**, Cu* nastepuje reduk-
cja nadtlenku wodoru na rodnik wodorotlenkowy i anion
wodorotlenkowy:

Fe’* + H O, — Fe** + OH" + OH~ )

Utleniony jon metalu ulega redukcji, a anionorodnik po-
nadtlenkowy utlenieniu do tlenu czasteczkowego:

Fe*+0,” — Fe* + 0, (10)

Powstaty jon zelaza (II) moze ponownie wchodzi¢ w re-
akcje z nadtlenkiem wodoru inicjujac powstawanie coraz
wigkszych ilosci rodnika wodorotlenkowego (reakcja 9).

Reakcja Fentona i reakcja redukcji jonéw Fe** przez anio-
norodnik ponadtlenkowy stanowia sktadowe reakcji Habera-
Weissa, ktérej sumaryczny zapis jest nastgpujacy:
Q23+
O0,”+H,0, - OH +OH +0O, (11)

Hamowanie wytwarzania wolnych rodnikéw poprzez ni-
troksydy opiera si¢ na ich reakcji z utlenionymi metalami
wedlug reakcji [65]:

Fe?* + RR’NO" + H* — Fe** + RR’"NOH (12)
Hamowanie procesu peroksydacji lipidow

Obecnos¢ niesparowanego elektronu przy grupie nitrok-
sylowej sprzyja reakcjom rekombinacji z innymi rodnika-
mi, takimi jak rodniki nadtlenkowe, alkoksylowe i in., co
sprawia, ze nitroksydy moga hamowac proces peroksyda-
¢ji lipidéw. Hamowanie to moze odbywac si¢ na réznych
etapach kaskady reakcji wolnorodnikowych. Inhibicje pro-
cesu peroksydacji lipidéw przez nitroksydy zaobserwowa-
no in vitro oraz in vivo [10,14,44,67].

Proces peroksydacji rozpoczyna si¢ od zainicjowania roz-
padu homolitycznego wigzania wegiel-wodor w taricuchu
polimetylenowym nienasyconego kwasu ttuszczowego lipi-
du (13). Czynnikiem inicjujacym (X°) moze by¢ m.in. rod-
nik wodorotlenkowy, jony zelaza na wyzszych stopniach
utlenienia (postaé ferrylowa lub nadferrylowa), nadtleno-
azotyn lub ditlenek azotu:

LH+X — L+ XH (13)
Nitroksydy i ich formy zredukowane w postaci hydroksy-
loamin moga reagowac z czynnikami inicjujacymi proces
peroksydacji przeciwdziatajac reakcji taricuchowej i zapo-
biegajac tym samym uszkodzeniom lipidéw:

X'+ RR’NO" — RR’NOX (14)

X'+ RR’'NOH — RR’NO+ XH (15)
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Jesli w procesie inicjacji nie zostanie zahamowany ten etap
reakcji, a jednoczesnie w srodowisku wystepuje dostatecz-
nie duzo tlenu czasteczkowego nastgpuje kolejny etap pe-
roksydacji, propagacja. Liczba rodnikéw nie ulega wtedy
zmianie, dochodzi natomiast do zmiany postaci no$nikéw
niesparowanych elektronéw (reakcje 16—19). W reakcjach
propagacji nastgpuje naprzemienne przytaczenie tlenu do
rodnika lipidowego lub odrywanie atomu wodoru od no-
wego taincucha nienasyconego kwasu tluszczowego przez
rodniki nadtlenkowe lub alkoksylowe lipidéw:

L'+ 0, — LOO (16)

LOO'+LH — L'+ LOOH a7

LOOH — LO+ OH' (z udziatem jonéw Fe?*) (18)
LO +LH — L'+ LOH (19)

Jesli w srodowisku reakcyjnym nie ma wolnych jonéw me-
tali na nizszym stopniu utlenienia wéwczas reakcja moze
by¢ zatrzymana na etapie wodoronadtlenkéw. Natomiast
w obecnosci jonéw metali przejsciowych proces rozpadu
lipidu postepuje nadal prowadzac do fragmentacji taricu-
chéw weglowodorowych kwaséw tluszczowych wehodza-
cych w sktad lipidéw, a produktami koricowymi sa m.in.
dialdehyd malonowy, 4-hydroksynonenal, etan i pentan.

W chwili pojawienia si¢ deficytu tlenu lub przy braku sub-
stratow do kolejnych reakcji proces peroksydacji koniczy
si¢ na etapie terminacji, w ktérym dochodzi cz¢sto do sie-
ciowania lipidéw (reakcje 20-22) [8]:

L'+L"—LL (20)
LOO + LOO" - LOOL + O, 21
LOO+ L' — LOOL (22)

Nitroksydy zapobiegaja etapowi propagacji, reakcji wol-
norodnikowej (reakcja rekombinacji) poprzez oddziatywa-
nie z utlenionymi lipidami [76]:

L'+ RR’NO" — RR’NOL (23)
L'+ RR'NOH — RR’NO" + LH (24)
LO"+ RR’NOH — RR’NO"+LOH (25)

Indukcja wlasciwosci pseudokatalazowych biatek
hemowych

Stwierdzono, ze nitroksydy maja zdolnos¢ detoksyfikacji
reaktywnych postaci bialek hemowych, takich jak pochod-
ne ferrylowe i nadferrylowe [61]. Dodatkowo zaobserwo-
wano, ze nitroksydy moga indukowaé wtasciwosci pseu-
dokatalazowe biatek hemowych [50]. Utlenowana postac
hemoglobiny i mioglobiny, odpowiednio oksyhemoglobina
i oksymioglobina (oksyHbFe! i oksyMbFe!) moga ulegac
autoutlenieniu, w wyniku ktérego powstaje methemoglobina
i metmioglobina zawierajaca zelazo na trzecim stopniu utle-
nienia (HbFe'", MbFe') oraz anionorodnik ponadtlenkowy:

Hb(Mb)Fe''O, ------- MetHb(Mb)Fel + 0.~ (26)

ktéry ulega dysproporcjowaniu do nadtlenku wodoru H,O,
oraz tlenu czasteczkowego O, (reakcja 8). W wyniku re-
akcji methemoglobiny i metmioglobiny z powstatym nad-
tlenkiem wodoru powstaje nietrwaty rodnik globinowy (po-
sta¢ ferrylowa) oraz wodoronadtlenkowy:

MetHb(Mb)Fe! + H,0, — ‘MetHb(Mb)Fe'¥ + HO," (27)

Dodatkowo moze réwniez powstawaé wysoce reaktywna
i trwalsza od rodnika globinowego postac¢ ferrylowa hemo-
globiny/mioglobiny (Hb(Mb)Fe!¥ = O) [19]. Zaréwno rod-
nik globinowy jak i ferrylowy prowadzi¢ moga do utlenia-
nia waznych czasteczek i makroczasteczek [41,55].

Hb(Mb)Fe!¥ moze ulega¢ redukcji do Hb(Mb)Fe', jedno-
czes$nie powodujac utlenienie H,0,:

Hb(Mb)Fe¥ + H,0, — MbFe' + O,~ + 2H*  (28)

i tym samym wykazuje niewielkie wtasciwosci pseudo-
peroksydazowe.

W procesie przemiany postaci ferrylowej metmioglobi-
ny/hemoglobiny z udzialem nitroksydéw nastgpuje ich
utlenienie do kationu oksoamoniowego, ktéry w reakcji
z nadtlenkiem wodoru ulega z powrotem redukcji do ni-
troksydu z uwolnieniem anionorodnika ponadtlenkowego
(reakcja 30). Anionorodnik ponadtlenkowy jest utleniany
do tlenu czasteczkowego (31).

Hb(Mb)Fe!V + RR’NO" — MetHb(Mb)Fe™ + RR’NO*(29)
H,O, + RR’'NO* — RR’NO"+ O, + 2H* (30)
O,”+RR’NO* — O, + RR’'NO* 31)

Przez nadawanie aktywnos$ci pseudokatalazowej hemo-
globinie i metmioglobinie MbFe', ktéra przeprowadzié
moze kolejny proces rozktadu nadtlenku wodoru nitroksy-
dy przyczyniaja si¢ do detoksyfikacji Srodowiska komédrko-
wego obnizajac st¢zenie nadtlenku wodoru. Jednoczesnie
redukujac postaé ferrylowa chronig struktury komérkowe
przed uszkodzeniem [50].

7. ZASTOSOWANIA NITROKSYDOW

Chemioprewencja

Nadmierne wytwarzanie reaktywnych form tlenu (RFT)
sprawia, ze naturalne mechanizmy antyoksydacyjne komor-
ki nie moga utrzymac réwnowagi oksydacyjno-redukcyjnej,
co prowadzi do zaburzeri homeostazy organizmu i skutkuje
stresem oksydacyjnym. Stwierdzono, ze stres oksydacyjny
lezy u podstaw etiopatologii wielu choréb cywilizacyjnych,
w tym nowotworéw [36]. Proces indukcji nowotworéw przez
RFT wiaze si¢ z regulacja ekspresji gendw [1] zwigkszeniem
szybkosci proliferacji komérek [40] i wzrostem niestabilno-
Sci genetycznej [82]. Stwierdzono, ze zastosowanie antyok-
sydantéw moze zmniejszac ryzyko wystapienia nowotworu
[82]. Nitroksydy, ze wzgledu na udziat w procesach utlenia-
nia i redukcji moga zmienia¢ stan redoks komérki, a tym
samym hamowac proces kancerogenezy. Dziatanie antyno-
wotworowe nitroksydéw wynika¢ moze réwniez z ingeren-
cji tych zwiazkow w szlaki sygnatowe komorki.
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Wstepne prace badawcze z zastosowaniem nitroksydéw
w celach chemioprewencyjnych sa obiecujace. W badaniach
przeprowadzonych na myszach C3H, ktérym podawano
Tempol w wodzie lub pokarmie, wykazano, ze nitroksyd
ten poprzez redukcje masy ciata wptywat na zmniejsze-
nie ryzyka wystapienia nowotworu [66]. Dziatanie che-
mioprewencyjne nitroksydéw zaobserwowano réwniez
w badaniach z wykorzystaniem modelu mysiego zespotu
ataksji-teleangiektazji, choroby genetycznej wiazacej si¢
z predyspozycja do zmian nowotworowych, wywotlanych
mutacja w genie kodujacym biatko atm. Biatko to bierze
udziat w regulacji cyklu komdrkowego, a jego nieprawidto-
we funkcjonowanie prowadzi¢ moze m.in. do stresu oksy-
dacyjnego [3]. Wykazano, ze zastosowanie Tempolu oraz
5-karboksy-1,1,3,3 tetrametyloizoindolinylo-2-oksylu ob-
nizato stres oksydacyjny oraz w znaczacy sposéb wydhu-
zalo zycie myszy z mutacja w genie ATM [26,75].

Wykazano, ze Tempol moze by¢ réwniez stosowany w ce-
lach chemioprewencyjnych w niedokrwistosci Fanconiego,
choroby z predyspozycja do rozwoju nowotworu. Pacjenci
z ta wrodzona chorobg sa szczegdlnie wrazliwi na RFT,
ktére uszkadzajac DNA prowadza do mutacji i nowotwo-
rzenia. W badaniach przeprowadzonych na zmutowa-
nych myszach Fancd2”Trp53*~ (model niedokrwistosci
Fanconiego z predyspozycja do rozwoju nowotworéw na-
btonkowych, heterozygoty pod wzgledem biatka p53) wyka-
zano, ze zastosowanie Tempolu w pozywieniu spowalniato
proces nowotworzenia i wydtuzato okres zycia bez nowo-
tworu. O prewencyjnym wptywie nitroksydu decydowaty
prawdopodobnie jego wtasciwosci antyoksydacyjne, jako
ze nie stwierdzono bezposredniego wptywu tego zwiazku
na szlaki sygnatowe (przekaznictwa) w komorkach [85].

Inne badania z uzyciem Tempolu wskazuja jednak na
udziat tego nitroksydu w kaskadzie reakcji sygnatlowych
w komorce poprzez fosforylacje biatka pS3 w pozycji
seryny 18 [17]. Biatko p53 reguluje progresj¢ cyklu ko-
moérkowego i proces apoptozy, a jego zwigkszona ilos¢,
pojawiajaca si¢ w odpowiedzi na stres komérkowy, akty-
wuje biatka uczestniczace w ujemnej regulacji cyklu ko-
moérkowego, np. biatko p21WAFVCIPT graz proapoptotyczne
biatko bax. Aby biatko p53 mogto aktywowac ekspresje
czynnikow apoptotycznych niezbgdna jest jego fosfory-
lacja przebiegajaca z udzialem kinazy biatkowej seryno-
wo-treoninowej (ataxia teleangiectasia mutated — ATM).
Wykazano réwniez, ze Tempol znaczaco wydtuzat zycie
myszy z zespotem Li-Fraumeni, uwarunkowanej genetycz-
nie choroby z predyspozycja do nowotwordéw, spowodowa-
nej mutacja w genie kodujacym biatko pS3. Prewencyjne
dziatanie nitroksydu zwiazane byto z aktywacja szlaku
proapoptotycznego na skutek fosforylacji biatka p53, nie-
zaleznie od ATM [17].

Radioprotekcja

Promieniowanie jonizujace indukuje powstawanie wolnych
rodnikéw w komoérkach na skutek radiolizy wody [70],
dlatego tez pacjenci poddawani radioterapii narazeni sa
na dziatania niepozadane spowodowane stresem oksyda-
cyjnym [2,81]. W celach ochrony zdrowych tkanek stosuje
si¢ zwiazki cytoprotekcyjne. Jednym z nich jest amifosty-
na, ktéra ulegajac utlenieniu zmiata wolne rodniki chro-
niac blony sluzowe, skorg oraz Slinianki [10,57].

Podobne wlasciwosci radioprotekcyjne in vitro [16,64] oraz in
vivo [33,54] wykazuja nitroksydy. Dodatkowo wykazano, ze
dziatanie radioprotekcyjne jest wybidrcze, chronione sa tyl-
ko tkanki zdrowe [36,49]. Moze to wynikac z szybszej bio-
redukcji nitroksydu w warunkach hipoksji tkanki guza [11],
jako ze wlasciwosci ochronne maja tylko nitroksydy, podczas
gdy produkty ich metabolizmu — hydroksyloaminy nie wyka-
zuja radioprotekcji [64]. Wykazano jednak, ze w warunkach
umozliwiajacych utlenienie hydroksyloaminy, z powrotem
do rodnika dziatanie radioprotekcyjne jest mozliwe [31,58].

Nie wszystkie nitroksydy wykazuja jednakowa radiopro-
tekcje. Najbardziej efektywne sa zwiazki bez tfadunku
(Tempamina i 3-karbamoilo-2,2,5,5-tetrametylopirolidyno-
1-oksyl) [34]. Dodatkowo, aby dany nitroksyd mdgt chronic¢
zdrowe tkanki przed skutkami naswietlania niezbedne jest
jego przenikanie przez btony biologiczne. Wykazano, ze ob-
darzony tadunkiem dodatnim kation nitroksydowy (1-oksyl-
2,2,6,6-tetrametylopiperydylo-4-trimetylamoniowy) nie prze-
nikatl przez btony biologiczne i nie chronit komérek przed
uszkodzeniami spowodowanymi promieniowaniem, podczas
gdy Tempol wykazywal wtasciwosci radioprotekcyjne [72].
Zwiazek ten chronit lipidy poddawane naswietlaniu [71].

Jednym z dzialan niepozadanych radioterapii, majacym
wplyw na jakos¢ zycia pacjenta jest utrata wloséw [60]. W ba-
daniach przeprowadzonych na §$winkach morskich stwierdzo-
no, ze Tempol natozony w postaci kompresu na skérg na 15
min przed naswietlaniem dawka 30 Gy chronit przed tysie-
niem i przyspieszal odrastanie wloséw [22]. Podobne rezultaty
uzyskat Cuscela i wsp. [13] badajac ochronny wptyw Tempolu
oraz Tempo na proces lysienia wywotany naswietlaniem.

Obiecujace wyniki badan na zwierzgtach spowodowaty,
ze Tempol zostal wprowadzony do badar klinicznych jako
radioprotektor. W I fazie badan nitroksyd aplikowany byt
w roztworze 70% etanolu, w postaci kompresu na skore
glowy pacjentéw poddawanych radioterapii. Nitroksyd byt
dobrze tolerowany przez organizm i wykazat wtasciwosci
protekcyjne wobec mieszkéw wlosowych [63].

PobpsumowaNIE

Na podstawie doniesien literaturowych, przedstawio-
nych w niniejszym artykule, nitroksydy sa obiecujacy-
mi zwiazkami o szerokim zakresie aktywnosci antyutle-
niajacej. Od odkrycia ich wiasciwosci antyoksydacyjnych
intensywnie badany jest ich udziat w procesach redoks
i wplyw na obnizanie stresu oksydacyjnego wywotanego
przez rézne czynniki. Wprowadzenie Tempolu do fazy ba-
dan klinicznych wydaje si¢ krokiem prowadzacym do odkry-
cia nowych, potencjalnych zastosowan nitroksydéw. Jednak
w pewnych warunkach nitroksydy moga réwniez wykazy-
wac dziatanie prooksydacyjne. Prooksydacyjny wptyw ni-
troksydéw wykazano m.in. na erytrocytach. Inkubacja tych
komérek z wzrastajacymi stezeniami nitroksydéw pipery-
dynowych, pirolinowych i pirolidynowych prowadzita do
spadku stgzenia glutationu oraz aktywnosci enzyméw zalez-
nych od glutationu, takich jak peroksydaza glutationowa oraz
transferaza glutationowa [6,7]. Wydaje si¢ jednak, ze réw-
niez prooksydacyjne wtasciwosci nitroksydéw moga zna-
lez¢ zastosowanie m.in. w terapii nowotworéw. Rozwdj ba-
dan nad mozliwoscia wprowadzenia nitroksydéw do terapii
nowotworéw bedzie przedmiotem kolejnego opracowania.
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