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ABSTRACT

Nitrogen compounds, as an essential component of many reactions occurring in
living organisms, become the object of an extensive research. These compounds became
the focus of interest after the properties of nitric oxide, currently the best known nitrogen
oxide, had thoroughly been studied [1-3]. Recently, particular attention has been paid to
nitroxyl (HNO/NO"), which is the product of one-electron reduction of NO* [4]. Formation
of nitroxyl in vivo is still controversial. It seems that this compound could be formed by
the reaction of S-nitrosothiols with other thiol proteins (e.g. GSH), directly through the
nitric oxide synthetase (NOS), through the oxidation of hydroxylamine by the peroxidase
activity of heme proteins or as a result of reduction of nitric oxide NO" [5, 6]. Nitroxyl is
a liable compound due to dimerization, so it is necessary to use its donors in experiments.
Angeli’s salt which forms HNO at physiological pH is the most commonly used donor
[7]. Moreover, Piloty’s acid, cyanamide, diazonium diolates or a group of acyloxy nitroso
compounds are also used. There are some difficulties with detection of nitroxyl in bio-
logical systems. So far, nitroxyl was indirectly identified by detection of N,O, a product of
HNO dimerization. Presently, nitroxyl is an object of intensive studies aiming at finding
techniques of its direct detection. Recently two such techniques have been designed: one
using the reaction of HNO with triarylphosphines, and the other with BOT1 (staining
agent) complexed with copper ions, which gives fluorescent signals revealing HNO in
living cells [8, 9]. Nitroxyl turned out to have great pharmacological potential [10, 11].
It was demonstrated that this compound affected the activity of many proteins reacting
with their thiol groups [12, 13]. Moreover, HNO/NO™ influences the contractility of blood
vessels and therefore has inotropic and lusitropic effects on myocardium [14]. Nitroxyl
seems to be very promising in treating cancerous diseases as it inhibits the activity of an
enzyme involved in the process which is the most important for cancer cells - glycolysis
[15].

Keywords: nitroxyl, Angelis salt, nitroxyl donors, nitric oxide
Stowa kluczowe: nitroksyl, s61 Angeliego, donory nitroksylu, tlenek azotu
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WSTEP

Zwigzki powstajace z polaczenia atomow tlenu i azotu stanowig wazny sktadnik
wielu reakeji zachodzacych w komoérkach, zaréwno w warunkach fizjologicznych
jak i patologicznych. Na tlenki azotu zwrdécono uwage dzigki badaniom nad nitro-
gliceryna, ktora przez wiele lat stosowano w kardiologii w celu likwidowania bolow
wienicowych nie znajac jej mechanizmu dzialania [16, 17]. Dopiero pod koniec lat
70. stwierdzono, ze rozszerzenie naczyn krwionosnych i ustgpienie objawdw bolo-
wych nastepuje na skutek metabolicznej przemiany nitrogliceryny z wytworzeniem
tlenku azotu. Badania doprowadzity do odkrycia ze §rédblonkowy czynnik roz-
luzniajacy powodujacy rozkurcz migsniowki gladkiej naczyn krwionosnych (ang.
endothelium-derived relaxing factor, EDRF), ktorego wytwarzanie w organizmie
ludzkim zostato odkryte pod koniec lat 80., jest tlenkiem azotu [1-3]. Zainicjowane
wowczas intensywne badania pokazaly, ze bierze on udzial w przekazywaniu sygna-
téw komoérkowych i uczestniczy w wielu fizjologicznych procesach [18, 19]. Jedng
z najwazniejszych funkcji tej czasteczki jest rozkurczajace dzialanie na naczynia
krwionoséne (Tab. 1) [20]. Liczne odkrycia naukowe zwigzane z fizjologiczna rola
tlenku azotu spowodowaly, ze w 1992 roku zostal on ogloszony ,,czasteczka roku”
przez ,Science’, prestizowy, amerykanski tygodnik naukowy [21]. W 1998 roku
trzej amerykanscy naukowcy Robert F. Furchgott, Louis Ignarro i Ferid Murad za
wyjasnienie roli tlenku azotu jako $rodka dzialajacego na migsnie gladkie ukladu
krwionosnego uhonorowani zostali Nagroda Nobla. W latach pdzniejszych przed-
miotem wielu badan byly takze inne produkty utleniania tlenku azotu, takie jak:
nadtlenoazotyn (ONOO"), dwutlenek azotu (NO,), tritlenek azotu (N,O,). W ostat-
nich latach zwrdcono uwage na kolejny zwiazek azotowy — nitroksyl (HNO/NO"),
ktory powigzany jest z tlenkiem azotu (NO") poprzez jego jednoelektronowa reduk-
cje i protonacje. Czasteczce tej przypisuje sie wazne biologicznie funkgje, takie jak
dzialanie antykarcynogenne oraz, podobnie jak w przypadku tlenku azotu NO’,
relaksacyjne oddzialywanie na naczynia krwiono$ne [22]. Poréwnawcze badania
nad cytotoksycznos$ciag HNO/NO™i tlenku azotu NO', a takze wplywem glutationu
(GSH) na cytotoksycznos¢ HNO/NO™ wykazaly jednak, ze te dwie czasteczki (tle-
nek azotu i nitroksyl) moga, oprécz podobnego efektu koncowego wywieranego na
naczynia krwiono$ne, wykazywa¢ w systemach biologicznych réwniez odmienne
dziafania [23, 24]. Odkrycia te daly impuls do podejmowania badan dotyczacych
HNO/NO™ - niedocenianej wczesniej formy tlenku azotu. Badania te dotycza obec-
nie przede wszystkim mechanizméw powstawania HNO w organizmie cztowieka
i identyfikacji markeréw pozwalajacych na wykrywanie tej czgsteczki w systemach
biologicznych, a takze syntezy nowych jej donordw, ktorych wlasciwosci umozliwi-
tyby ich zastosowanie w praktyce klinicznej.
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1. NITROKSYL JAKO ZWIAZEK Z GRUPY TLENKOW AZOTU

Terminem nitroksyl okreslana jest czasteczka HNO (znana jest takze jako
wodorek nitrozylu), a takze jej zdeprotonowana forma NO". Sg to najprostsze cza-
steczki z azotem na +1 stopniu utlenienia, produkty jednoelektronowej redukcji
tlenku azotu (+2) (Schemat 1).

HNO/NO "~ 1)
nitroksyl
-e -2¢’
NO' 2 NH,OH 1
tlenek azotu hydroksylamina
+e'“/— e -2e'“/+ 2
NO, 3 NH 3 3
azotan (lIl) amoniak
+ e]‘ L— e
NO, 4

ditlenek azotu

NO; s
azotan (V)

Schemat 1. Schemat redoks dla tlenkéw azotu
Scheme 1. Redox scheme for the nitric oxides

Nitroksyl jest czasteczka wysoce reaktywna, co powoduje, ze badania nad jego
biologicznymi i fizycznymi wlasciwosciami nie sg fatwe. Ulega on bowiem szyb-
kiej, nieodwracalnej dimeryzacji (Schemat 2), w wyniku czego powstaje posrednio
labilny kwas, ktéry ulega dehydratacji uwalniajac wode i podtlenek azotu.

HNO + HNO —> [HON=NOH] —> N,0 + H,O

Schemat 2. Reakcja dimeryzacji nitroksylu
Scheme 2. Dimerization of nitroxyl

Powstawanie podtlenku azotu umozliwia posrednie wykrywanie obecnosci
nitroksylu w systemach biologicznych po zastosowaniu separatywnej chromatogra-
fii gazowej lub spektrometrii gazowej [25]. Wlasciwosci chemiczne nitroksylu
w poréwnaniu z wlasciwosciami tlenku azotu (+2) zestawiono w Tabeli 1. Pierwsze
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doniesienia o kwasowos$ci HNO mowily, ze warto$¢ pKa wynosi 4,7, co wskazy-
walo na to, Ze jest to zwigzek kwasowy a jego gtéwna postacig w warunkach fizjolo-
gicznych jest anion NO™ [26]. Pdzniejsze badania wykazaly jednak, ze wartos¢ pKa
wynosi 11,4 [25, 27] - w fizjologicznym zakresie pH dominujaca forma nitroksylu
jest wiec sprotonowana forma NO™ - HNO [28].

Tabela. 1. Najwazniejsze wlasciwosci i aktywnos¢ biologiczna nitroksylu (HNO/NO")
w poréwnaniu z tlenkiem azotu, NO*
Tablel. The most important properties and biological activity of nitroxyl (HNO/NO")
in comparison to nitric oxide, NO*

HNO/NO- NOe.
Wrhasciwosci chemiczne i biochemiczne
- wysoka reaktywno$é¢ - brak bezposredniej reaktywnosci
- czas zycia wynosi mniej niz 0,1 s - czas zycia wynosi od 10 ms do 1s
- w reakgji z grupami hemowymi preferuje grupy - w reakgji z grupami hemowymi preferuje grupy
zelazowe (Fe**) a nie zelazawe (Fe?*) zelazawe (Fe*")

- po reakcji HNO z O, powstaja oksydanty inne niz | - reaguje z O i O, generujac NO,, N, O, lub

ONOQO', nie reaguje z ‘O, ONOO"
- posiada silne wlasciwo$ci tiofilowe - nie reaguje bezposrednio z grupami tiolowymi
- indukuje wzrost poziomu cAMP - indukuje wzrost poziomu cGMP

- induktor antyoksydacyjnej oksygenazy hemowej-1 | - induktor antyoksydacyjnej oksygenazy hemowej-1

- powstawanie: nie tylko przy udziale syntazy tlenku | — powstawanie: gtdwnie w wyniku dziatania syntazy
azotu (NOS), ale takze w innych reakcjach tlenku azotu

Najwazniejsze efekty fizjologiczne

- wplywa na kurczliwo$¢ naczyn - wplywa na kurczliwo$¢ naczyn

- zmniejsza tetnicze ci$nienie krwi - zmniejsza tetnicze ci$nienie krwi

- dziatanie inotropowe i lusitropowe — efekt izotropowy negatywny lub staby

- hamuje agregacje ptytek krwi - hamuje agregacje ptytek krwi

— chroni przed niedokrwiennym uszkodzeniom — chroni przed uszkodzeniom migénia sercowego,
migénia sercowego gdy jest wczesniej obecny

- induktor apoptozy i nekrozy - inhibitor apoptozy przy niskich stezeniach

- dziata hamujaco na uktad wspétczulny
— bierze udzial w wytwarzaniu pamieci dlugotrwalej

- regulator odpowiedzi immunologicznej

Nitroksyl jest zwigzkiem wysoce reaktywnym i moze dziala¢ jako zwigzek elek-
trofilowy. Nie reaguje jednak ze wszystkimi zwigzkami nukleofilowymi, ale dziata
wobec nich wybidrczo. Bardzo tatwo reaguje z tiolami, aminami i fosfinami dajac,
odpowiednio: disulfidy lub sulfonamidy, zwigzki diazenowe i aza-ylidy, ale nie
reaguje z nukleofilowg wodg i alkoholami. W reakcji z tiolami elektrofilowy atom
azotu w czgsteczce nitroksylu jest atakowany przez nukleofilowy atom siarki, co pro-
wadzi przypuszczalnie do powstawania N-hydroksysulfenamidu (Rys. 1) [29, 30].
Reakcja tego zwigzku z nadmiarem tioli moze z kolei prowadzi¢ do powstawania
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odpowiedniego disiarczku i hydroksylaminy. W innej reakcji N-hydroksysulfenamid
moze ulec izomeryzacji do sulfonamidu. Taka reakcje obserwowano podczas enzy-
matycznej redukeji S-nitrozo-glutationu [31, 32].

OH .
R / H .
HNO + RSH —— N\ — > R-S-—NH + H,0
AN
H
RSH
o) . Ho
N\ -H \
RSSR  +  NH,OH S—NH, =—— S—NH,
/ /
R R

Rysunek 1. Reakgja elektrofilowego HNO z tiolami
Figure 1. Reaction of electrophile HNO with thiols

Oproécz reakcji z tiolami nitroksyl moze reagowac z jonami zelaza hemu Fe’*,
co powoduje, ze w wyniku reakcji nitrozylowania powstaje polgczenie nitrozyl-ze-
lazo Fe?*. Takie reakcje moga réwniez zachodzi¢ z innymi metalami, np. z miedzia
i magnezem.

HNO + M" — ON-M"" + H*

Schemat 3. Reakcje nitroksylu z metalami (M)
Scheme 3. Reactions of nitroxyl with metals (M)

Czasteczka nitroksylu ma zdolno$¢ do reagowania z tlenem. Reakcja ta prze-
biega wolno, a jej wynikiem s3 reaktywne formy azotu (RFA). Poczatkowo przy-
puszczano, ze jedng z nich jest nadtlenoazotyn (ONOQO"), przeprowadzone badania
nie potwierdzily jednak tej tezy [33]. Reaktywno$¢ nitroksylu zalezna jest od jego
stanu spinowego. Czasteczka tripletowa (*NO~), powstajaca w wyniku fotolizy soli
Angeliego w warunkach tlenowych, reaguje z tlenem w stanie podstawowym dajac
nadtlenoazotyn [34]. Z soli ulegajacej dekompozycji w warunkach fizjologicznych
uwalniane sa singletowe czasteczki nitroksylu ("HNO) [35], ktére maja zdolnos¢ do
tworzenia reaktywnych czastek o naturze innej niz nadtlenoazotyn [36]. Zwigzek
ten jest mediatorem w jedno- i dwuelektronowej reakcji oksydacji, natomiast pro-
dukt reakcji tlenu z nitroksylem efektywnie uczestniczy tylko w reakcji oksydacji
dwuelektronowej. Nadtlenoazotyn jest zdolny do nitrowania niskoczasteczkowych
fenoli (gléwnie tyrozyny, w mniejszym stopniu tryptofanu, histydyny czy metioniny)
[37], podczas gdy sol Angeliego jest raczej czynnikiem hydroksylujacym [33].
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2. POWSTAWANIE NITROKSYLU W UKLADACH BIOLOGICZNYCH

Dotychczasowy brak wiekszego zainteresowania ta formga tlenku azotu wynika
prawdopodobnie z faktu, ze nie byto dowodéw na powstawanie nitroksylu (HNO/
NO") in vivo z powodu braku bezposrednich metod jego detekeji w systemach biolo-
gicznych. Mozliwosci generowania czgsteczki nitroksylu dyskutowali Fukutoiin. [5],
wedlug ktérych jednym ze zrédet nitroksylu w komoérkach moga by¢ S-nitrozotiole
powstajace z reakcji bialek lub peptydéw tiolowych z endogennie generowanymi
tlenkami azotu. S-nitrozowanie bialek tiolowych (transnitrozylacja) jest waznym
elementem transdukcji sygnatu w komorce i jest ,,przelacznikiem” zmieniajagcym
aktywno$¢ bialek enzymatycznych. Wong i in. [29] obserwowali generowanie HNO
w wyniku reakcji S-nitrozotioli z innymi czasteczkami tiolowymi, np. z glutatio-
nem, GSH (Schemat 4), w ktdrej zwigzek tiolowy atakuje atom siarki czasteczki
S-nitrozotiolu.

RS-NO + R'"SH —> RSSR' + HNO

Schemat 4.  Reakcja S-nitrozotiolu z czgsteczka tiolowa prowadzaca do powstania disulfidu i nitroksylu
Scheme 4.  Reaction of S-nitrosothiol with the molecule of thiol resulting in disulphide and nitroxyl
formation

Endogenne powstawanie HNO w wyniku dekompozycji S-nitrozotioli, takich
jak: S-nitrozoglutation, S-nitrozokaspaza 3, S-nitrozometalotioneina wykazali dos-
wiadczalnie Stoyanowsky i in. [38]. Autorzy stwierdzili, ze w procesie denitrozowa-
nia S-nitrozotioli wazng role ogrywa tioredoksyna, a takze kwas dihydroliponowy;,
katalizujace ten proces, zaréwno w systemach chemicznych jak i biologicznych.
Wyniki eksperymentéw wskazujg wiec na to, ze komoérkowe S-nitrozotiole moga
stanowi¢ istotne Zrédto powstawania nitroksylu w komdrkach.

Niektore badania wskazujg na to, ze HNO moze by¢ generowany wskutek oksy-
dacyjnej degradacji N-hydroksy-L-argininy (wykrywanej w osoczu w znaczgcym
stezeniu — powyzej 20 uM) [10, 39, 40] lub w wyniku bezposredniej aktywnosci
syntazy tlenku azotu - NOS (Rys. 2) [6, 41].

Enzym ten zawiera jako grupe prostetyczng tetrahydrobiopteryne (BH,), akty-
wujacg przylaczenie do hemu tlenu poprzez przekazanie jednego elektronu, ktéry
pozniej odzyskany umozliwia uwolnienie zsyntetyzowanej czasteczki NO'. Adak
iin. [42] wykorzystujac neuronalng syntaze tlenku azotu (nNOS) pozbawiong tetra-
hydrobiopteryny analizowali znaczenie udzialu hemu i tetrahydrobiopteryny dla
syntezy tlenku azotu. Autorzy stwierdzili, ze kofaktor ten nie jest niezbedny w pro-
cesie syntezy tlenku azotu, chociaz wzmaga aktywnos¢ enzymu. Ustalili réwniez, ze
nNOS pozbawiona tetrahydrobiopteryny moze prowadzi¢ do powstawania nitrok-
sylu (HNO), a wylaczng i najwazniejszg rolg BH, jest umozliwienie nNOS genero-
wania NO® zamiast HNO.
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HO NH; NH,
Ny
N o)
ONOO‘\\ HNO
™ +
NH NOS (BH,) NH
R R
N-hydroksy-L-arginina L-cytrulina Nitroksyl

Rysunek 2.  Biosynteza nitroksylu z N-hydroksy-L-argininy poprzez jej utlenianie nadtlenoazotynem
(ONOO") lub przy udziale syntazy tlenku azotu (NOS) pozbawionej tetrahydrobiopteryny (BH,)
(wg Irvine i in., [41], zmienione)

Figure 2. Biosynthesis of HNO from N-hydroxy-L-arginine by its oxidation with peroxynitrite (ONOO") or
with tetrahydrobiopterin(BH,)-free nitric oxide syntase (NOS) (according to Irvine et al., [41])

Kolejnym sposobem endogennego powstawania nitroksylu jest utlenienie
hydroksylaminy dzigki peroksydazowej aktywnosci bialek hemowych (Schemat 5)
(43].

-Fe™(0)- + NH,0H —> -Fe™- + H,0 + HNO

biatko z grupg hemowg

Schemat 5. Utlenienie hydroksylaminy prowadzace do powstania nitroksylu (wg Switzera i in. [43], zmie-
nione)

Scheme 5. Generation of nitroxyl by oxidation of hydroxylamine (according to Switzer et. al. [43], changed)

Prosta redukcja tlenku azotu (NO°) réwniez moze endogennie generowac
nitroksyl. Taka redukcja moze mie¢ miejsce w mitochondriach [44, 45], poprzez
reakcje z ubichinonem [46], cytochromem c¢ [47], dysmutazg nadtlenku manganu
[48] czy oksydaza ksantynowa [49]. Badania Zhao i in. [45] wykazaly, ze redukcja
NO do N, O jest katalizowana przez oksydaze cytochromu ¢ w warunkach beztleno-
wych, przy pH 7,2 i w temperaturze pokojowej. Reakcja ta jest hamowana poprzez
cyjanki, ktére tworza Fe**  .CN. Produktem posrednim podczas powstawania N,O
jest mononitrozyl (Fe’* | . NO). Jednoelektronowa redukcja NO przy Fe** . moze
prowadzi¢ do powstania N,O poprzez czgsteczke nitroksylu - HNO. Z kolei z badan
Sharpe’a i Coopera [47] wynika, ze reakcja tlenku azotu (NO*) z ferri- i ferrocy-
tochromem ¢ ma istotny wplyw na zmniejszenie zuzycia przez NO* tlenu pocho-
dzgcego z mitochondriéw, a przez to na mitochondrialny metabolizm tlenku azotu
(NO?). Ferrocytochrom ¢ redukuje NO* do nitroksylu w formie niesprotonowanej
- NO, z kolei dostajacy sie egzogennie (poprzez donory) anion nitroksylowy jest
utleniany z wykorzystaniem ferricytochromu c. Wydaje si¢ wiec prawdopodobne, ze
produkcji NO™ in vivo sprzyja wysokie stezenie tlenku azotu (NO-) i zredukowana
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pula cytochromu c. Taka sytuacja ma miejsce podczas miejscowego niedokrwienia
(ischemii). Niedobor tlenu sprawia wtedy, ze oksydaza cytochromowa nie moze
utleni¢ tego cytochromu, co prowadzi do wzrostu poziomu NO-.

3. DONORY NITROKSYLU

Ze wzgledu na niestabilno$¢ i szybka dimeryzacje nitroksylu w roztworach
wodnych, w badaniach zaréwno chemicznych jak i biologicznych wiasciwosci
nitroksylu, konieczne jest stosowanie zwigzkéw majacych zdolno$é generowania
HNO/NO-™ (Tab. 2). Najczesciej uzywany jest trioksodiazotan sodu (Na,N,O,, CAS
13826-64-7). Czasteczka ta, nazywana sola Angeliego, zostala zsyntetyzowana po
raz pierwszy ponad 100 lat temu przez wloskiego chemika Angelo Angeliego, ktory
zaproponowal wykorzystanie jej jako donora HNO. Przez wiele nastepnych lat fizjo-
logiczne wlasciwosci nitroksylu nie byly znane, jednakze obecnie dostepne dane
na temat farmakologicznych efektéw nitroksylu pochodzg z badan prowadzonych
glownie z wykorzystaniem soli Angeliego jako zrédta HNO/NO-. Generowanie
nitroksylu przez ten zwigzek jest zalezne od pH srodowiska (Tab. 2). Podczas
dekompozycji soli Angeliego ma miejsce najpierw protonacja dianionu, a nastepnie
tautomeryzacja i heterolityczne przeciecie wigzania migdzy atomami azotu: N-N
[24, 50-56].

Tabela 2. Zwigzki bedace donorami nitroksylu (HNO/NO")
Table 2. Nitroxyl (HNO/NO") donors

Donory HNO Schemat reallfli; CI)) owstawania Warunki generowania nitroksylu
Sol Angeliego, Na,N,O, N,0,” + H" > HNO + NO, -pH 4-8
O\ //O - w pH > 8 50l jest stabilna
N:N\ .2Na" - w pH < 4 generowany jest NO
o
Kwas Pilotyego, R-S(0),NHOH + HO" > - pH wyzsze niz fizjologiczne
(C,H,)S(O,)NHOH R-S(0)O" + HNO + H,0 _ stabilny przy niskim pH
- w fizjologicznym pH jest
donorem gléwnie NO*
S/P H
o |
OH
Cyjanamid, NH,CN NH,CN > (HONHCN) > - pH fizjologiczne
H\ HNO + CN™ + H*
/N N
H
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Tabela 2. Zwigzki bedace donorami nitroksylu (HNO/NO")
Table 2. Nitroxyl (HNO/NO") donors

Donory HNO Schemat reall;ijlg owstawania Warunki generowania nitroksylu
Diolaty diazoniowe (NONOaty) [RNH-N(O)=NO] > - diolaty oparte na aminach
—_—N——N—N—— . = - ) - : izj i
R I?l l}l+— N—O [RII-_IINI\(I)(O)RII\I\II-IfI%l > I-rzedowych: pH fizjologiczne
H o - * - diolaty z izopropyloaming
(IPA/NO): pH 5-13 (w nizszym
H pH generuja NO")
o | -
R—N:l?l—N—O
&
Zwiazki nitrozowe NOCRROCOR” > - pH fizjologiczne
z grupg acyloksy HNO + RCOR’ + R"COOH
N
] \H/
R 0

Dobrze scharakteryzowanym donorem HNO jest kwas benzenosulfohydroksa-
mowy (kwas Pilotyego, (C.H,)S(O,)NHOH, CAS 599-71-3). W przeciwiefistwie do
soli Angeliego kwas ten jest stabilny przy niskich warto$ciach pH, a powstawanie
z niego nitroksylu ma miejsce w warunkach zasadowych, w zwigzku z czym raczej
nie wykorzystuje sie go w badaniach biologicznych. Dekompozycja kwasu Pilotyego
polega na deprotonacji a nastepnie heterolitycznym przecieciu wigzania miedzy
atomem siarki i azotu: S-N. W warunkach fizjologicznych kwas Pilotyego ulega
tatwo jednoelektronowemu procesowi utleniania, co sprawia, ze zamiast nitroksylu
powstaje tlenek azotu, NO-.

Do generujgcych nitroksyl zwigzkéw majacych znaczenie farmakologiczne
nalezy natomiast cyjanamid stosowany w leczeniu choroby alkoholowej (H,NCN,
CAS 420-04-2). Po zastosowaniu znakowanego *C-cyjanamidu stwierdzono, Ze pro-
duktem jego bioaktywaciji jest cyjanid (HCN), bowiem przy udziale katalazy ulega
utlenieniu do niestabilnego N-hydroksycyjanamidu, ktéry spontanicznie rozklada
sie do HCN i HNO (Tab. 2) [57]. Zastosowanie cyjanamidu w leczeniu choroby
alkoholowej zwigzane jest ze zdolnoscia HNO do hamowania aktywno$ci dehydro-
genazy aldehydowej (ALDH), enzymu biorgcego udzial w metabolizmie etanolu.
Podejmowano proby zsyntetyzowania stabilnej czasteczki N-hydroksycyjanamidu
(zwanej takze N-cyjanohydroksyaming), co pozwolitoby na ominiecie koniecz-
nej bioaktywacji cyjanamidu przez katalaze. Jedng z prob stabilizacji czasteczki
N-hydroksycyjanamidu byla N,O-bis-acylacja, ktéra doprowadzila do syntezy N,O-
-dibenzoil-N-hydroksycyjanamidu (DBHC) z bromku cyjanogenu i N,O-dibenzoil-
hydroksylaminy (DBHA). W obecnosci esterazy DBHA jest przeksztalcany poprzez
niestabilne zwigzki posrednie do HNO i kwasu benzoesowego. Poniewaz dehydro-
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genaza aldehydowa posiada aktywnos$¢ esterazy moglaby ona sama katalizowac
wyzwalanie HNO z DBHA. Niekorzystng cechg z punktu widzenia klinicznego
zastosowania DBHC jest jednak powstawanie oprocz nitroksylu cyjanidu. Proby
zsyntetyzowania N-podstawionych pochodnych hydroksylaminy grupami innymi
niz cyjanid, mogltyby doprowadzi¢ do uzyskania donoréw HNO/NO", ktére mia-
tyby szanse szerszego zastosowania w praktyce klinicznej.

Do innych zwigzkéw, ktére generuja nitroksyl w warunkach fizjologicznych
nalezg a-acyloksy-C-nitrozo zwigzki, syntetyzowane w laboratorium prof. Kinga
[58]. a-Acyloksy-C-nitrozo zwigzki powstaja w reakeji utleniania oksyméw w obec-
nosci kwasow karboksylowych. Hydroliza tych donoréw HNO prowadzi do powsta-
nia nietrwalego produktu posredniego a nastepnie uwalniania nitroksylu i odpo-
wiedniego ketonu (Tab. 2). Szybkos§¢ uwalniania HNO zalezy od pH i struktury
grupy acylowej acyloksynitrozo zwigzku, co moze by¢ wazng wlasciwoscia majaca
wplyw na mozliwos$ci farmakologicznego zastosowania tych czasteczek.

Duzg grupa zwigzkéw generujacych HNO/NO™ s3 diazeniodiole o ogélnej
budowie X[N(O)NO]J", w ktorej X jest grupa silnie nukleofilowa taka jak grupa
aminylowa (R,R)N) lub oksylowa (O") [59]. S3 to zwigzki o biologicznej aktywno-
$ci podobnej do tej jaka wykazuje sdl Angeliego, jest ona bowiem diazeniodiolem
z atomem tlenu wymienionym na inng grupe petniaca funkcje aminy. Poczatkowo
zwiazki te znane byly jako generujace tlenek azotu (NO°) - byly to diazeniodiole
zsyntetyzowane w reakcji drugorzedowych amin z tlenkiem azotu. Z kolei diaze-
niodiole zsyntetyzowane z pierwszorzedowych amin moga by¢ wykorzystywane
do generowania nitroksylu. Diazeniodiol powstaly z izopropylowej aminy, zwany
IPA-NO, jest donorem nitroksylu w zakresie pH 5-13 [60, 61] i wykazuje aktyw-
no$¢ biologiczng podobng do soli Angeliego. Podobnie jak s6l Angeliego, IPA-NO
przy niskim pH wyzwala tlenek azotu - NO".

4. DETEKCJA NITROKSYLU

Wlasciwosci chemiczne nitroksylu, m.in. uleganie szybkiej dimeryzacji, wply-
wajg na trudnos$ci w detekcji tej czasteczki w uktadach biologicznych. Do tej pory
nitroksyl byt posrednio wykrywany poprzez detekcje podtlenku azotu N,O, pro-
duktu dimeryzacji HNO. Prowadzone ostatnio badania skupiajg sie na probach
opracowania metod bezposredniej detekcji tej czasteczki.

Jedna z opisanych niedawno metod wykrywania obecnosci HNO wykorzystuje
tiofilowe wlasciwosci HNO. Donzelliiin. [62] wykazali, ze w biologicznych warun-
kach w obecnosci donoréw nitroksylu glutation (GSH) jest przeksztatcany w sulfi-
namid [GS(O)NH,] i utleniong forme glutationu (GSSG). Wydaje sig, ze sulfinamid
jest unikalnym produktem reakcji nitroksylu z tiolami, poniewaz nie obserwowano
jego powstawania w obecnosci innych tlenkéw azotu takich jak NO, N,O,, NO,,
ONOO™ [29, 62].
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Samuni i in. [63] opisali sposéb detekeji nitroksylu metoda spektrometrii EPR
zwykorzystaniem nitronylo-nitroksyddw (stabilnych rodnikéw nitroksylowych), np.
N-tlenku 2-(4-karboksyfenylo)-4,4,5,5-tetrametyloimidazolin-1-oksylu (C-PTIO).
Autorzy stwierdzili, ze zwigzek taki jest fatwo redukowany przez HNO do nitrony-
lo-hydroksylaminy, ktéra zamieniana jest na imino-nitroksyd lub imino-hydroksy-
lamine. Ilo$¢ tej ostatniej wzrasta wraz ze wzrostem ilosci soli Angeliego w stosunku
do nitronylo-nitroksydu. Poniewaz reakcja NO® z nitronylo-nitroksydem réwniez
prowadzi do powstawania imino nitroksylu, to zastosowanie nitronylo-nitroksydu
do rozrézniania obecnosci NO' i HNO jest mozliwe tylko wtedy, gdy NO" jest sto-
sowany w stezeniach duzo nizszych niz catkowita produkcja HNO.

W 2009 roku zesp6t prof. Kinga z Wake Forest University opisal nieznane dotad
wlasciwosci nitroksylu, ktore moga stac sie podstawa nowej, bezposredniej metody
wykrywania tej czasteczki [8]. Autorzy eksperymentalnie wykazali, Ze nitroksyl
reaguje z triarylofosforami (fosfinami III-rzedu) dajac odpowiedni triarylookso-
fosfor (tlenek fosfiny) i aza-ylid (R,P=NH). W obecnosci zwigzku elektrofilowego,
aza-ylid podlega reakcji Staudingera, w wyniku ktdrej powstaje stabilna amidowa
pochodna HNO z atomem azotu pochodzacym z czasteczki nitroksylu. Metoda
detekeji nitroksylu wykorzystujaca reakcje zachodzace pomiedzy HNO a zwigzkami
fosforoorganicznymi stanowi nowy sposob wykrywania tej czasteczki w ukladach
biologicznych.

Rosenthal i Lippard [9] opisali z kolei metode syntezy, wlasciwosci fotofizyczne
i zastosowanie w badaniach biologicznych barwnika BOT1 zsyntetyzowanego przy
wykorzystaniu  8-(chlorometyl)-4,4-difluoro-1,3,5,7-tetrametyl-4-bora3a,4a-diaza
-s-indacenu (TM-BODIPY-CH,CI) oraz N,N-bis(2-pirydylometylo)-N-propalgilo-
aminy. Barwnik ten w roztworach wodnych moze tworzy¢ kompleksy z jonami
miedzi Cu®* (Cu**[BOT1]). Autorzy wykonali badania z uzyciem komdrek HeLa
poddanych dziataniu soli Angeliego w stezeniu 200 uM. Po 10 min inkubacji komorek
z badanym zwigzkiem obserwowano w mikroskopie fluorescencyjnym specyficzng
dla nitroksylu czerwona fluorescencje analizowanych komoérek. Eksperymenty
te wykazaly wiec, ze kompleks Cu**[BOT1] przechodzi przez blony komdrkowe
i moze by¢ stosowany do wykrywania obecnosci HNO w zywych komoérkach.
Dodatkowo w warunkach fizjologicznych fluorescencja pojawia si¢ tylko w przy-
padku obecnosci HNO a nie NO', co jest wazne z punktu widzenia dalszych badan
nad czasteczka nitroksylu [9].

5. WEASCIWOSCI BIOLOGICZNE NITROKSYLU

Biologiczne wlasciwosci nitroksylu sg stabo poznane. Wykonywanie ekspery-
mentéw z wykorzystaniem donoréw HNO przysparza bowiem badaczom sporo
probleméw w zwigzku z jego nietrwaloscia i trudnosciami w detekeji. Badania
wymagaja zastosowania wielu préb kontrolnych, ktére dajg pewnos¢, ze zaobser-
wowane zmiany pochodzg z dziatalnosci nitroksylu. W przypadku najczesciej
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uzywanej w badaniach biologicznych soli Angeliego (HNO/NO") jedng z nich jest
kontrola z sola, ktora ulegla dekompozycji, poniewaz btedne wnioski mozna wycia-
gnac¢ w zwigzku z aktywnoscig NO; powstajagcym réwnoczesnie z HNO. W ekspe-
rymentach biologicznych duze znaczenie ma réwniez warto$¢ pH, od ktdrego zalezy
generowanie HNO/NO™ przez rézne zwigzki. W przypadku soli Angeliego nitroksyl
generowany jest w zakresie pH od 4 do 8, a poniewaz s6l jest stabilna w srodowisku
zasadowym (pH = 12) rozpuszcza si¢ ja w 10 mM NaOH. Rozcienczajac probke
w celu uzyskania wlasciwego stezenia stosowanego w danym eksperymencie nalezy
pamietaé o tym, aby uzy¢ swiezego roztworu soli i wykorzystywac go bezposrednio
po przygotowaniu. Wielokrotne zamrazanie i rozmrazanie zwigzku po jego rozpusz-
czeniu moze doprowadzi¢ do jego dekompozycji. Podobnych trudnosci dostarczaja
badania na innych donorach nitroksylu.

W badaniach majacych na celu oceneg biologicznych wlasciwosci HNO/NO™
analizowano do tej pory przede wszystkim jego cytotoksycznos¢ w doswiadcze-
niach in vitro. Jednymi z pierwszych badan byly eksperymenty Winka i in. [23],
ktore wykazaly, ze HNO ma dzialanie cytotoksyczne, przy czym jego toksycznos¢
jest znacznie wyzsza w warunkach tlenowych niz przy niedoborze tlenu. Badania
wykonywano na komoérkach V79 (fibroblasty ptuc chomika chinskiego) z wyko-
rzystaniem testu klonogennego, polegajacego na ocenie wplywu HNO/NO™ gene-
rowanego przez sol Angeliego (1-5 mM) na przezywalnos¢ i proliferacje komorek
oraz zdolno$¢ do tworzenia przez nie kolonii. Wraz ze wzrostem stezenia zwigzku
obserwowano spadek przezywalno$ci komorek, a takze indukcje ztaman podwdj-
nej nici DNA. Zaréwno cytotoksyczno$¢, mierzona przezywalnoscig komorek, jak
i indukcja uszkodzenn DNA byta zahamowana w obecnosci ferrycjanidu i Tempolu
(4-hydroksy-2,2,6,6-tetrametylo-piperydyno-1-oksylu). Indukowanie podwojnych
zfaman DNA przez s6l Angeliego bylo w tamtym czasie dla Autoréw badan zaska-
kujace, poniewaz takie uszkodzenia nie sg powodowane ani przez ONOO", ani przez
H,0,, w zwigzku z czym czasteczki te nie mogly by¢ odpowiedzialne za obserwo-
wane uszkodzenia DNA [23].

Cytotoksyczno$¢ HNO badano takze w tescie dehydrogenazy mleczanowej (test
LDH) przeprowadzonym z wykorzystaniem ludzkich komoérek raka piersi MCF-7
[64]. Komoérki poddawano dzialaniu soli Angeliego (5 mM) przez 4,5 godziny.
Dehydrogenaza mleczanowa (LDH) jest cytozolowym enzymem, ktéry w warun-
kach fizjologicznych nie jest uwalniany do srodowiska. Mechaniczne uszkodzenie
blony plazmatycznej oraz $mier¢ komorki spowodowana dzialaniem czynnikéw
szkodliwych powoduje uwolnienie LDH z komdrek do srodowiska zewnetrznego.
Test LDH opiera si¢ na reakcjach enzymatycznych, w wyniku ktérych powstaje
barwny produkt, oznaczany za pomoca spektrofotometru, a oznaczenie aktywnosci
LDH w supernatancie jest miarg toksycznoséci badanej substancji wzgledem hodo-
wanych komdrek. Autorzy badan stwierdzili, Ze ponad czterogodzinna inkubacja
komorek z solg Angeliego nie powoduje silnego efektu cytotoksycznego ale wzrasta
on, gdy komorki analizowane s3 po 8 godzinach od poczatku inkubacji - moze to
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by¢ zwigzane z wchodzeniem komorek na droge programowanej $mierci komdrko-
wej (apoptozy). Efekt cytotoksyczny soli Angeliego byt natomiast silny w obecnosci
H,0O, i jonéw metali przejsciowych juz po inkubacji 4,5 godzinnej. Obserwowano
wowczas powstawanie peknie¢ pojedynczej nici DNA (DNA plazmidu pBR322)
oraz wzrost poziomu 8-o0x0-2’-deoxyguanozyny (8-oxo-dG) w DNA z grasicy cie-
lecej [64]. Indukcja przez nitroksyl jednoniciowych peknie¢ w DNA oraz oksyda-
cji zasad purynowych zwiazana jest prawdopodobnie z powstawaniem rodnikow
hydroksylowych i innych potencjalnych oksydantéw. Wigzanie pomiedzy atomami
azotu i wodoru jest w tej czasteczce stosunkowo stabe (50 kcal/mol), co sprawia, ze
nitroksyl jest dobrym donorem atomu wodoru podczas reakeji z innymi czastecz-
kami. Reakcja jonu NO™ z tlenem prowadzi do wytworzenia nadtlenoazotynu lub
tlenku azotu, a ten ostatni moze by¢ zrédtem nadtlenku wodoru i rodnika hydrok-
sylowego (Rys. 3). O tym, czy powstanie nadtlenoazotyn czy tlenek azotu decyduje
stan spinowy czasteczki nitroksylu (czasteczka tripletowa *NO~ daje nadtlenoazo-
tyn, natomiast singletowy "HNO - inne pochodne). NO™ szybko wchodzi w reakcje
z tlenkiem azotu NO* tworzagc NO; i NO;. W warunkach in vivo stezenie NO
nie jest wystarczajgco wysokie, aby mogto dojs¢ do utworzenia NO;, moze za to
powstawa¢ NOJ. Ta ostatnia czgstka moze by¢ Zrédlem tlenku azotu N,O i groznego
oksydanta - rodnika hydroksylowego HO" [65].

HN,0, ——> NO + H + NO,

sol Angeliégo
NO’ 0
0O,
N,O,"” NO" + O,
H* / / l
ONOO’ H,0;
HO + N,0 lFeZ*
HO’

Rysunek 3. Reakcje prowadzace do powstania rodnika hydroksylowego (wg Ohshima i in., [65])
Figure 3. Generation of hydroxyl radical (according to Ohshima et al., [65])
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Uszkodzenia DNA spowodowane dziataniem nitroksylu analizowano réwniez
w tymocytach myszy [66]. Badano cytotoksyczny efekt takich uszkodzen stosujac
metode cytometrii przeptywowej umozliwiajgcej, dzieki réznicom w intensywnosci
fluorescencji, ilosciowe rozréznienie zywych komoérek nieapoptotycznych, komorek
apoptotycznych i komoérek nekrotycznych. Badania prowadzono z zastosowaniem
polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP) bioracej udzial w naprawie DNA oraz jej
inhibitoréw w celu sprawdzenia czy aktywno$¢ enzymu ma wplyw na rodzaj $mierci
komorkowej powodowanej przez HNO (apoptozy badz nekrozy). Komorki inku-
bowano z solag Angeliego przez 3 godziny (0,1-0,25 mM). Stezenia soli Angeliego
0,15 mM, 0,2 mM oraz 0,25 mM byly silnie toksyczne dla badanych komoérek -
cytotoksycznos$¢ wynosita az 70-90%. [66]. Autorzy stwierdzili, ze nitroksyl moze
w obecnosci aktywnego enzymu PARP powodowaé zaréwno nekrotyczng $mieré
komoérkowa jak i $mier¢ apoptotyczng (stosunek liczby komoérek nekrotycznych
do apoptotycznych wynidst 2,5 : 1). Obserwowano aktywacje kaspaz (kluczowych
enzymow apoptozy) oraz indukcje apoptotycznej fragmentacji DNA. Zastosowanie
inhibitoréw enzymu PARP powodowalo wchodzenie wigkszej liczby komoérek na
droge apoptozy (stosunek liczby komoérek nekrotycznych do apoptotycznych wynidst
1:1), obserwowano takze wigkszg liczbe komérek zywych. Calkowite zahamowanie
aktywnosci PARP nie chronilo jednak calkowicie komoérek przed cytotoksycznym
dziataniem nitroksylu, co $wiadczy o tym, ze gtéwne mechanizmy cytotoksycznego
dzialania HNO/NO™ nie sg zalezne od aktywnosci tego enzymu [66].

Cytotoksycznos$¢ nitroksylu jest uzalezniona od pH $rodowiska [67, 68].
W fibroblastach cztowieka i komoérkach neuroblastomy (SK-N-SH) analizowano
cytotoksyczne efekty nitroksylu, generowanego przez sdl Angeliego w pH = 6,2
i w pH = 7,4. Po 30-minutowej inkubacji komdrek z solg Angeliego i 4-godzinne;j
postinkubacji w podlozu hodowlanym nie zawierajacym tego zwigzku efekt cytotok-
syczny obserwowano dla komorek traktowanych zwigzkiem przy pH = 6,2. Stosujac
pH = 7,4 efekt cytotoksyczny obserwowano dopiero po dalszej wielogodzinnej inku-
bacji, co prawdopodobnie zwigzane bylo wchodzeniem komérek na droge apop-
tozy [67-70]. Ta réznica w cytotoksycznosci jest wedtug Autoréw spowodowana
zwiekszonym generowaniem rodnika hydroksylowego w bardziej kwasnym s$rodo-
wisku. Fakt ten ma potencjalnie duze znaczenie terapeutyczne w leczeniu choréb
nowotworowych, poniewaz komoérki guzéw intensywnie metabolizujg glukoze do
kwasu mlekowego, co wraz z hydrolizag ATP w warunkach hipoksji prowadzi do
zakwaszenia mikrosrodowiska komdrek rakowych [71].

Poza wiasciwo$ciami cytotoksycznymi badania wskazujg takze na mutagenne
dziatanie nitroksylu [72], co zaobserwowano w doswiadczeniach wykorzystujacych
dwa szczepy drozdzy: RS112 (szczep diploidalny) oraz Y433 (szczep haploidalny)
i zastosowaniu metody pozwalajacej oceni¢ czestotliwo$é rewersji zaburzonego genu
his3 na drodze homologicznej intrachromosomalnej rekombinacji (DEL assay) [73]
oraz metody analizy opornosci szczepu na toksyczne dzialanie kanawaniny, analogu
argininy (CAN assay) [74]. Nitroksyl generowany przez sél Angeliego (0,8 mM,
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3 godz. traktowanie) powodowat delecje DNA i rekombinacje, co wedlug Autoréw
badan zwigzane byto z peknig¢ciami nici DNA a nie z uszkodzeniami pojedynczych
zasad (nie obserwowano indukeji mutacji punktowych).

Badania nad wlasciwo$ciami nitroksylu wskazuja takze, ze moze on petni¢
funkcje antyoksydacyjne. Czasteczka HNO/NO™ jest zdolna do hamowania perok-
sydacji lipidéw, co doswiadczalnie zostalo potwierdzone z wykorzystaniem modelu
badawczego Saccharomyces cerevisiae przez Lopeza i in. [75]. Wlasciwosci antyok-
sydacyjne nitroksylu wynikaja z tego, Ze moze on funkcjonowac¢ jako jednoelektro-
nowy reduktor i zrédto NO* wykazujacego wlasciwos$ci przeciwutleniajace w $rodo-
wisku lipidowym. Stezenie nitroksylu i charakter srodowiska decyduja o zachowaniu
HNO i jego dzialaniu pro- lub antyoksydacyjnym. Wyniki Lopez i in. [75] wskazuja
jednakze, iz nitroksyl moze réwniez sam, niezaleznie od powstawania tlenku azotu
wykazywa¢ dzialanie antyoksydacyjne. Autorzy badan poréwnali antyoksydacyjne
efekty soli Angeliego i DEANO (kompleks diethylaminy i tlenku azotu wykorzysty-
wany do kontrolowanego wyzwalania tlenku azotu w roztworach — wyzwala 2 cza-
steczki NO® w podobnym tempie jak sél Angeliego wyzwala HNO). W przypadku
DEANO obserwowano efekty antyoksydacyjne, jednakze byly one bardzo zmienne
przy niskich stezeniach NO’, natomiast w stezeniach wysokich obserwowano efekt
prooksydacyjny. Z drugiej strony wyniki uzyskane dla HNO/NO™ pochodzacego
z soli Angeliego byly zawsze state i wskazywaly na efekty antyoksydacyjne tej cza-
steczki. W obecnosci glutationu, zwigzku tiolowego bedacego ,,zmiataczem” HNO,
antyoksydacyjne efekty tego zwigzku byly mniejsze. Badania Lopez i in. [75] wska-
zujg wigc, ze antyoksydacyjne wlasciwosci nitroksylu nie s3 spowodowane konwer-
sja HNO do NO'.

6. ZNACZENIE FARMAKOLOGICZNE NITROKSYLU

Pierwsze doniesienia o wykorzystaniu klinicznym czasteczki HNO doty-
cza zastosowania jednego z jej donoréw — cyjanamidu jako $rodka w terapii osdb
uzaleznionych od alkoholu [57]. Lek ten do tej pory uzywany jest w Europie,
Kanadzie (pod nazwami handlowymi Dipsan®, Apstem® i Temposil®) oraz w Japonii
(Cyanamide Yoshitomi®). Cyjanamid po podaniu doustnym szybko przenika bariery
ukltadu pokarmowego i zaczyna dziata¢ poprzez hamowanie aktywno$ci mitochon-
drialnego enzymu - dehydrogenazy aldehydowej (ALDH; EC 1.2.1.3.). Enzym ten
odpowiada za katalizowanie reakcji utleniania aldehydéw powstalych w organi-
zmie po spozyciu alkoholu. Wywoluje reakcje pomigdzy karbimidem a alkoholem,
ktdra nasladuje lepiej poznang reakcje alkoholu z disulfiranem, lekiem stosowanym
wezedniej w terapii awersyjnej alkoholizmu (Anticol®, Esperal®, Antabus®). Spozycie
alkoholu po zazyciu cyjanamidu wywoluje nieprzyjemne skutki bedgce wynikiem
zatrucia przez kumulujacy sie w organizmie aldehyd octowy (nieaktywna dehydro-
genaza aldehydowa nie przeksztalca go w kwas octowy). W ten sposob cyjanamid
poprzez skutki jego zazycia zniecheca do dalszego spozywania alkoholu. Zdolno$¢
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do hamowania aktywnosci dehydrogenazy aldehydowej stwierdzono w ekspe-
rymentach z wykorzystaniem drozdzowego enzymu ALDH i soli Angeliego jako
donoru HNO/NO". Hamowanie aktywnosci dehydrogenazy zalezy od czasu trakto-
wania oraz stezenia zwiazku. Stezenie, przy ktérym nastepuje zahamowanie polowy
aktywnosci enzymu (IC, ) wynosi ponizej 2 uM [76]. Dehydrogenaza wystepujaca
w komorkach drozdzy, jak i ta z komorek ssakow, zawieraja w swoim centrum aktyw-
nym grupy sulfhydrylowe a cysteina z tych grup jest celem dla czasteczki nitrok-
sylu. Oksydacja tych grup tiolowych skutkuje powstaniem wiazan disiarczkowych
wewngtrz podjednostki enzymu i zahamowaniem aktywnosci. Reakcja nitroksylu
z centrum aktywnym enzymu prowadzi do powstania jego dwoch nieaktywnych
form. Przy wartosci pH = 7 i nizszej powstaje forma z nieodwracalnie zahamowana
zdolnoscig katalityczng (Rys. 4A). W pH = 8,5 oraz wyzszym tworzona jest forma
enzymu z mozliwoscig przywrdcenia jej dziatalnosci enzymatycznej (Rys. 4B).

A B H
Enz—SH + HN=0 S—H - N—O—
. /SWN O—H
aktywny enzym Enz - . )
Enz
HNO AN
s—H §—H
O—H NAD*
/
Enz—S—N\ H.NOH <
2
H NADH
? S -
S—N=—7=0
N4
0 / /
Enz—a__ Enz Enz
nz—S—NH, \ \\
S S—H
enzym nieaktywny enzym nieaktywny

(inaktywacja nieodwracalna) (inaktywacja odwracalna)

Rysunek 4.  Mechanizmy nieodwracalnej (A) i odwracalnej (B) inaktywacji ALDH przez nitroksyl (wedlug
DeMaster i in., [76])

Figure 4. Mechanisms of the irreversible and reversible inactivation of ALDH by nitroxyl (according to
DeMaster et al., [76])

Podobny mechanizm ma miejsce w przypadku nieodwracalnego zahamowania
aktywnosci glikolitycznej enzymu dehydrogenazy 3-fosfoglicerolowej (GAPDH, EC
1.2.1.12). Dzigki tej wlasnosci nitroksyl moze staé si¢ waznym narzedziem w walce
z chorobami nowotworowymi. Brak aktywnosci GAPDH ogranicza zachodzenie
niezbednego dla komérek nowotworowych procesu glikolizy [75]. GAPDH posiada
w swym centrum aktywnym grupy tiolowe z cysteing, ktore atakowane sg przez cza-
steczki nitroksylu. Zmiana konformacyjna prowadzi do zahamowania aktywnosci
enzymatycznej dehydrogenazy. Dodatkowo, eksperymenty wskazaly na wybidr-
czo$¢ dziatania nitroksylu - HNO wchodzil w reakcje z enzymem, pomimo wyso-
kiego stezenia glutationu (GSH) w komorkach [15]. Aktywno$¢ antykarcynogenna
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nitroksylu zwigzana jest rdwniez z hamowaniem angiogenezy i proliferacji komo-
rek nowotworowych, co zaobserwowano w badaniach na komérkach raka piersi i
neuroblastomy [68, 77]. Stwierdzono réwniez, ze traktowanie komorek raka piersi
sola Angeliego powoduje zahamowanie aktywnosci polimerazy PARP. Enzym ten
jest waznym skladnikiem systemu naprawy uszkodzen komoérkowych (odpowiada
za odwracalne post-translacyjne modyfikacje biatek u Eucaryota). Wykorzystanie
w praktyce zdolnosci HNO do hamowania aktywnos$ci PARP moze skutecznie
wspomoc terapie antykancerogenne oparte na wywolywaniu uszkodzen w DNA
komorek nowotworowych [24].

Jednym z najwazniejszych i stosunkowo niedawno stwierdzonych fizjologicz-
nych efektow dziatania nitroksylu (HNO/NO") jest jego wplyw na relaksacje naczyn
krwiono$nych (Tab. 1). Nie jest dokfadnie znany mechanizm tego dzialania, ale
przypuszcza sig, ze moze odbywac sie to w dwojaki sposdb [10, 78]. Po pierwsze,
moze to by¢ rezultatem konwersji nitroksylu do tlenku azotu NO*, posiadajacego
zdolnosé¢ do aktywacji (400-krotny wzrost aktywnosci) rozpuszczalnej cyklazy gua-
nylowej (rCG), ktéra katalizuje przeksztalcenie GTP (guanozynomonofosforan)
w GMP (cykliczny guanozynomonofosforan). cGMP aktywuje mechanizmy pro-
wadzgce do rozszerzenia naczyn krwionosnych. Zdolnos¢ do aktywowania rGC
przez tlenek azotu zostata stwierdzona przez Diekrsa i Burstyna w 1996 roku [79].
Przeprowadzone w 2009 roku badania Zellera i in. [80] réwniez potwierdzily fakt
aktywacji rCG przez nitroksyl generowany z soli Angeliego. Naukowcy udowod-
nili, Ze podstawa tego zjawiska jest przeksztalcenie czgsteczki nitroksylu w tlenek
azotu NO". Aktywacja enzymu przy udziale samego donora HNO byta niewielka,
ale gwaltownie rosta po dodaniu dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), przy udziale
ktdrej nastepowalo przeksztalcanie HNO w NO°, mozna wiec byto wnioskowac, ze
osiggnieta aktywacja rCG jest efektem dziatania tlenku azotu [80].

Wplyw nitroksylu na ukltad sercowo-naczyniowy moze by¢ takze skutkiem jego
bezposredniej aktywnosci. Czasteczka HNO ma zdolnos¢ do uwalniania peptydu
zwigzanego z genem kalcytoniny (CGRP) z neuronéw NANC (nieadrenergiczne,
niecholinergiczne neurony uwalniajace ze swoich zakonczen NO°) [14]. Biatko
CGRP, poprzez przylaczenie si¢ do receptora CRLR (receptor o budowie zblizonej
do receptora dla kalcytoniny), prowadzi do aktywacji cyklazy adenylowej, wsku-
tek czego dochodzi do podwyzszenia poziomu komoérkowego cAMP (cyklicznego
adenozynomonofosforanu). Ten wzrost stezenia cAMP powoduje aktywacje kinazy
proteinowej A (PKA), ktéra odpowiada za fosforylacje bialek kanaléw wapniowych,
czego rezultatem jest rozszerzenie naczyn krwionosnych [30, 81]. Bezposrednia
aktywno$¢ HNO w odniesieniu do uktadu sercowo naczyniowego obserwowano
w eksperymentach na psach, ktére pokazaly, ze zastosowanie donoréw nitroksylu
zwieksza sile migsnia sercowego (dziatanie inotropowe) i poprawia jego funkcje
rozkurczowy (dzialanie lusitropowe) [14]. Mozliwo$¢ zastosowania donordw nitrok-
sylu jako lekow stosowanych w niewydolnoséci uktadu sercowo naczyniowego spra-
wia, ze badan nad nowymi czasteczkami generujagcymi HNO/NO™ podejmuje sie



284 A. AUGUSTYNIAK, J. SKOLIMOWSKI, R. KONTEK, A. BLASZCZYK

coraz wiecej zespoléw naukowych. Przykladem nowej intensywnie badanej obecnie
czasteczki jest octan 1-nitrozocykloheksylu, ktéry generuje nitroksyl w zakresie pH
4-8 i wykazuje dzialanie inotropowe [82]. Innym zwigzkiem bedgcym juz na etapie
badan klinicznych jest w tej chwili czasteczka o nieujawnionej jeszcze strukturze —
CXL-1020, ktora w przysztosci ma by¢ stosowana jako lek przy niewydolnosci serca
(83].

Oproécz oddzialywania na naczynia krwionosne i prace migsnia sercowego
nitroksyl ma takze wplyw na agregacje plytek krwi [84]. Bermejoiin. [84] stwierdzili,
ze HNO efektywnie dziata jako inhibitor agregacji plytek krwi cztowieka w sposdb
zalezny od czasu i stezenia. Obserwowano bowiem po zastosowaniu soli Angeliego
spadek poziomu epitopow glikoprotein aktywujacych plytki krwi (CD62P, CD63,
PAC-1) oraz znaczace zwigkszenie stezenia cGMP.

PODSUMOWANIE

Omoéwione w niniejszej pracy wlasciwosci HNO/NO™ wskazuja, ze wiele cech
tej czasteczki i aktywno$¢ biologiczna sg rézne od tych, ktére wykazuje tlenek azotu
NO* (Tab. 1). Mimo tego, ze w tej chwili szlaki sygnalowe nitroksylu nie sg jeszcze
dokladnie poznane, wiadomo jednak, Ze wplywa on na rozne procesy fizjologiczne,
takie jak: metabolizm alkoholu, relaksacja naczyn, kurczliwo$¢ mieénia sercowego
i zahamowanie glikolizy. Wszystko to sprawia, ze mozliwe jest jego zastosowanie w
leczeniu alkoholizmu, chordb serca oraz nowotwordw. Badania, ktdre sg obecnie pro-
wadzone daza wiec do szczegdtowego poznania wlasciwosci nitroksylu i jego aktyw-
nosci wukladach biologicznych, a takze opracowania prostej, bezposredniej metody
wykrywania obecnosci tej czasteczki w komorkach. Mozliwos¢ zastosowania nitrok-
sylu w diagnostyce klinicznej wymusza w tej chwili takze poszukiwanie nowych,
bardziej stabilnych niz najczesciej stosowana w badaniach eksperymentalnych sol
Angeliego, zwigzkéw generujacych HNO/NO™ w warunkach fizjologicznych.
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