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Streszczenie
Nitroksydy są grupą stabilnych rodników organicznych o małej masie cząsteczkowej 
zawierających grupę nitroksylową >N-.O, w której znajduje się niesparowany elektron. Jej 
obecność umożliwia nitroksydom udział w reakcjach redoks. Pełnią funkcję mimetyków 
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) oraz stymulują aktywność katalazową hemoprotein.
Utleniają jony Fe(II) do Fe(III) nie dopuszczając do reakcji Fentona i Habera-Weissa. Jako rodniki 
są również zdolne do zmiatania innych wolnych rodników. Nitroksydy nie są immunogenne 
i mutagenne oraz nie wykazują toksyczności dla organizmu człowieka.

W pracy omówiono zastosowanie nitroksydów w ochronie komórek i tkanek przed działaniem 
promieniowania UVA. Wstępne badania wskazują, że są bardziej skuteczne niż standardowo 
stosowane witaminy (C i E) oraz filtry UV. Chronią również materiał biologiczny przed dzia-
łaniem promieniowania jonizującego. Zapewniają ochronę komórkom prawidłowym, ale nie 
chronią komórek nowotworu. Różnice w odmiennym działaniu nitroksydów są związane z wa-
runkami utleniającymi panującymi w środowisku nowotworu, w odróżnieniu od warunków 
redukujących w komórkach prawidłowych.

Nitroksydy mogą mieć zastosowanie jako substancje kontrastowe w obrazowaniu metodą re-
zonansu magnetycznego (MR). Umożliwiają wykrywanie już nieznacznych zmian równowagi 
utleniająco-redukującej w obrębie nowotworu w oparciu o różny stan redoks tkanek prawidło-
wych i nowotworowych. Metoda bezpośredniego obrazowania z zastosowaniem nitroksydów 
pozwala na odróżnienie stanu prawidłowego od patologicznego. Z powodzeniem badania takie 
przeprowadzono na myszach zdrowych oraz z nowotworem jelita grubego i mózgu.
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Summary

Nitroxides are a group of stable organic radicals of low molecular weight having a nitroxyl 
group > N-.O, which has an unpaired electron. The presence of this group allows a nitroxide to 
participate in redox reactions. They serve as mimics of superoxide dismutase (SOD) and have 
stimulative properties towards haemoproteins with catalase-like activity. Nitroxides oxidize 
Fe (II) to Fe (III) preventing the Fenton and Haber-Weiss reactions. As the radicals have the 
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Wstęp

Nitroksydy należą do grupy syntetycznych, stabilnych 
rodników organicznych: alifatycznych, aromatycznych, 
bicyklicznych lub heterocyklicznych, o małej masie 
cząsteczkowej. Obecność niesparowanego elektronu 
umiejscowionego w grupie nitroksylowej >N-.O umożli-
wia nitroksydom udział w reakcjach redoks. Związki te 
pełnią funkcję mimetyków dysmutazy ponadtlenkowej 
(SOD), metabolizując anionorodnik ponadtlenkowy do 
nadtlenku wodoru i tlenu [9,38]. Nitroksydy stymulują 
aktywność katalazową hemoprotein w neutralizacji nad-
tlenku wodoru [39,43]. Utleniając jony Fe(II) do Fe(III) 
nie dopuszczają do reakcji Fentona i Habera-Weissa [24]. 
Nitroksydy jako rodniki mają również zdolność do zmia-
tania wolnych rodników w reakcjach rekombinacji oraz 
neutralizacji takich reaktywnych form tlenu (RFT), jak 
rodniki hydroksylowe, alkoksylowe, nadtlenkowe, anio-
norodniki ponadtlenkowe, nadtlenek wodoru i tlen sin-
gletowy [8,14,38,39,43,56,58]. Zapobiegają nitrowaniu 
makrocząsteczek przez nadtlenoazotyn [7] oraz przery-
wają wolnorodnikowe reakcje łańcuchowe, np. peroksy-
dację lipidów [41,42]. Większość pozbawionych ładunku 
nitroksydów łatwo przenika przez błony komórkowe 

na zasadzie dyfuzji, pozwalając im pełnić funkcję 
wewnątrzkomórkowych regulatorów poziomu stresu 
oksydacyjnego [28,30,32,43]. Udział w jednoelektrono-
wych cyklach redoks jest podstawowy dla nitroksydów, 
jako antyoksydantów. Utlenianie tych cząsteczek dopro-
wadza do powstania jonu oksoamoniowego, a redukcja 
do hydroksyloaminy, obie reakcje są odwracalne. Kata-
lityczny mechanizm działania oraz zdolność do zmia-
tania wielu rodzajów wolnych rodników i innych RFT 
odróżnia je od pozostałych przeciwutleniaczy. W okre-
ślonych warunkach, np. w komórkach nowotworowych 
lub po zastosowaniu wyższych stężeń, mogą również 
działać proutleniająco, podobnie jak przeciwutleniacze 
endogenne [17,18,22]. W komórkach, nitroksydy są redu-
kowane do hydroksyloamin głównie z udziałem kwasu 
askorbinowego, ale powodują również spadek stężenia 
tioli oraz glutationu [6,21]. Redukcja nitroksydów zależy 
od wielu czynników, zachodzi szybciej w cząsteczkach 
nieobdarzonych ładunkiem oraz w warunkach beztleno-
wych [19,30,31]. Nie bez znaczenia jest również budowa 
pierścienia heterocyklicznego (np. pochodne pipery-
dyny są redukowane szybciej niż pochodne piroliny 
i pirolidyny) oraz charakter podstawników w pierście-
niu [10,19,20,29,30].

ability to scavenge other free radicals. Nitroxides are not immunogenic, and mutagenic and 
do not show toxicity to the human cells.

The review discusses the use of nitroxide in protecting cells and tissues from the effects of 
UVA radiation. Preliminary studies indicate that they are more effective than conventionally 
used vitamins C and E and UV filters. They also protect the biological material from the effects 
of ionizing radiation. Nitroxides protect healthy cells and simultaneously they do not protect 
cancer cells from ionizing radiation. The differences in the nitroxide activity are associated 
with conditions prevailing in the oxidizing environment of the tumor as opposed to reducing 
conditions in normal cells.

Nitroxides can be used as contrast agents in the magnetic resonance imaging (MR). They have 
ability of detection of subtle changes in redox equilibrium in the tumor tissue. Application of 
nitroxides in MR method allow to distinguish normal and pathological state of tissue. Success-
ful investigations using this technique were conducted in mice with colon and brain cancer. 
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-2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-1-oksyl) (7) oraz aroma-
tyczny nitroksyd INDNIT (6) [3,50,51,57].

W pierwszym z opisywanych doświadczeń [11] testo-
wano aktywność fotoochronną diamagnetycznej aminy 
(1) (HALS-1), estrów Tempolu (birodnik TINO) (2) oraz 
nitroksydów Temp2 (3) i Temp8 (4). Badania prowa-
dzono w liposomach wielowarstwowych utworzonych 
z fosfatydylocholiny, poddanych działaniu promieniowa-
nia UVA. Jako substancję do porównania używano PAR-
SOL 1789 (5), stosowany w kremach do opalania. Badano 
inhibicję łańcucha peroksydacji lipidów, indukowanego 
promieniowaniem UVA, które inicjuje proces zarówno 
w błonach komórkowych, jak i liposomowych. Podczas 
peroksydacji lipidów powstają rodniki węglowodorowe 
(alkilowe), nadtlenkowe, alkoksylowe, które mogą być 
zmiatane przez nitroksydy lub ich pochodne, takie jak 
aminy drugorzędowe i hydroksyloaminy powstające 
w wyniku dwu- i jednoelektronowej redukcji nitroksy-
dów. Na ryc. 2 przedstawiono inaktywację wolnych rod-
ników powstających podczas utlenienia lipidów przez 
aminy drugorzędowe, nitroksydy i hydroksyloaminy.

Związek TINO był najskuteczniejszym spośród analizo-
wanych substancji. Hamowanie peroksydacji lipidów 
w liposomach po 30 min ekspozycji na UVA wynosiło 
prawie 100% (TINO), 80% (Temp8), 45% (PARSOL 1789) 
oraz 20% (Temp2 i HALS-1) w 100 µM stężeniach bada-
nych związków. Określono również poziom związków 
karbonylowych, jako wskaźnik oksydacyjnego uszko-
dzenia białek. Ekspozycja albuminy na promieniowanie 
UVA powodowała 8-krotny wzrost stężenia związków 
karbonylowych, jednak żadna z testowanych substan-
cji nie wpływała na jego zmniejszenie. Wydaje się więc, 
że pochodne Tempolu wykazują działanie fotoochronne 
jedynie w stosunku do lipidów, nie chroniąc białek przed 
utlenieniem. Jednak, co istotne, niektóre z nich (TINO 
i Temp8) działały skuteczniej niż PARSOL 1789 używany 
w kremach z filtrem. Prawdopodobnym mechanizmem 
aktywności nitroksydów i ich pochodnych jest zmiata-

Obecnie, zastosowanie praktyczne nitroksydów jest 
związane z wykorzystaniem ich jako znaczników spino-
wych w technice elektronowego rezonansu paramagne-
tycznego (EPR) oraz przeciwutleniaczy wspomagających 
systemy przeciwutleniające w komórkach. Cząsteczki 
wydają się również obiecującymi lekami przeciwnowo-
tworowymi [15,17,18,25,37,40,45,46], substancjami kon-
trastowymi w technice rezonansu magnetycznego (MR) 
oraz związkami o charakterze foto- i radioochronnym.

W pracy przedstawiono właściwości i zastosowanie 
nitroksydów w ochronie komórek i tkanek przed pro-
mieniowaniem UVA i jonizującym, a także ich wykorzy-
stanie jako substancji obrazujących w metodzie MR.

Fotoprotekcja 

W ostatnich latach stosowanie przeciwutleniaczy w pro-
duktach do opalania spotyka się z coraz większym zain-
teresowaniem. Wykorzystanie tych cząsteczek jest 
związane z ograniczeniem wytwarzania RFT, które 
powstają pod wpływem bezpośredniego działania pro-
mieniowania UVA (320-400 nm) lub pośrednio, z udzia-
łem fotouczulaczy endogennych i w stanach zapalnych. 
Reaktywne formy tlenu powodują oksydacyjne uszko-
dzenia DNA, białek i lipidów w skórze właściwej. Do 
dalszych skutków zalicza się degradację tkanki łącznej 
(zwłaszcza kolagenu typu I oraz III) i fibroblastów oraz 
indukcję oparzeń słonecznych, a także procesów foto-
starzenia (np. powstawanie zmarszczek, szorstkość, 
obwisłość oraz przebarwienia skóry) [4,5,44]. Aby zapo-
biec tym zjawiskom, firmy farmaceutyczne pracują nad 
kosmetykami zawierającymi w składzie witaminy i prze-
ciwutleniacze o małej masie cząsteczkowej, które peł-
nią rolę zmiataczy RFT. Prowadzi się intensywne prace 
nad wykorzystaniem do tego celu witamin C i E będą-
cych jednocześnie naturalnymi przeciwutleniaczami 
skóry, jednak – jak wykazały opisane badania – wydają 
się znacznie mniej skuteczne niż nitroksydy. Szczególną 
efektywnością charakteryzuje się Tempol (4-hydroksy-

Ryc. 1. Nitroksydy oraz substancje diamagnetyczne stosowane w ochronie przed promieniowaniem UV. (1) HALS-1, (2) birodnik TINO, (3) Temp2, (4) Temp8, (5) 
Parsol 1789, (6) INDNIT, (7) Tempol, (8) OC-NO
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ponad 2-krotny wzrost wytwarzania RFT w porówna-
niu z próbką nienaświetlaną (kontrola). Okazało się, że 
nitroksydy: Tempol, INDNIT i OC-NO (8) oraz witamina 
E były równie skuteczne, redukując stężenie RFT do 
poziomu osiągniętego w nienaświetlanych komórkach 
kontrolnych. Badano również wpływ tych związków na 
ekspresję metaloproteinazy MMP-1, enzymu odpowie-
dzialnego za degradację kolagenu w skórze właściwej. 
Wykazano, że dawka 18 J/cm2 powodowała 10-krotny 
wzrost aktywności MMP-1 w komórkach w porówna-
niu do nienaświetlanych, a zastosowanie nitroksydów 
redukowało go o połowę. Popularny składnik kosmety-
ków do opalania, witamina E, nie miała żadnego wpływu 
na poziom ekspresji MMP-1, lecz zmiatała wolne rodniki 
niewiele mniej skutecznie niż  nitroksydy [50]. 

Podobne badania, dotyczące roli fotoochronnej nitrok-
sydów w stosunku do fibroblastów człowieka prze-
prowadzili wcześniej Yan i wsp. [57]. Wykazali, że 
promieniowanie ultrafioletowe A1 (340-400 nm) dzia-
łające na komórki skóry, indukowało w nich znaczące 
zmiany. Po 24 godzinach obserwowano proporcjonalny 
do dawki promieniowania spadek żywotności komórek 
(przy 20 J/cm2 żywotność wynosiła około 69%). Wyka-
zano również obniżenie aktywności SOD i spadek wytwa-
rzania kolagenu typu I i III. Obserwowano wzrost ilości 
uwalnianego dialdehydu malonowego (MDA) oraz eks-
presji MMP-1 i MMP-3. Wszystkie opisane zmiany były 
hamowane w wyniku preinkubacji komórek z Tem-
polem. Nitroksyd wykazywał najsilniejsze działanie 
w dawce 0,5 mM, będąc znacznie skuteczniejszym od 
witaminy C (1 mg/ml). Jego potencjał fotoochronny był 
związany z aktywnością dysmutazową, utlenianiem zre-
dukowanych jonów metali przejściowych, przerywaniem 
łańcuchowych reakcji rodnikowych oraz detoksykacją 
hiperwalentnych jonów metali [57].

nie wolnych rodników, np. alkilowych, nadtlenkowych 
i alkoksylowych powstających w czasie peroksydacji lipi-
dów. TINO, w przeciwieństwie do PARSOLu, nie absorbo-
wał promieniowania w zakresie charakterystycznym dla 
promieniowania UVA [11].

W innej pracy poświęconej roli fotoochronnej nitroksy-
dów badano ich wpływ na uszkodzenie kolagenu typu 
III uzyskanego ze skóry cielęcej. Znaczny stopień degra-
dacji tego biopolimeru obserwowano po 40 min ekspo-
zycji na promieniowanie UVA, a bardzo dobre działanie 
ochronne wykazał INDNIT (6). Jego zastosowanie wła-
ściwie całkowicie hamowało degradację kolagenu, która 
była zbliżona do grupy kontrolnej (nienaświetlanej UVA). 
Związek był wielokrotnie skuteczniejszy od podobnego 
nitroksydu indolowego, Tempolu (7) oraz witamin C i E. 
Sprawdzono również, jak te związki wpływają na hamo-
wanie utleniania kolagenu, określając stężenie związ-
ków karbonylowych. Okazało się ponownie, że INDNIT 
zapewnił prawie całkowitą ochronę przed oksydacyjnym 
uszkodzeniem kolagenu, natomiast w przypadku wita-
min C i E ochrona wynosiła około 60%. INDNIT chronił 
zarówno przed degradacją kolagenu spowodowaną dzia-
łaniem UVA, jak i przed uszkodzeniem oksydacyjnym 
tego polimeru [51].

Aktywność fotoochronna nitroksydów była badana 
również w fibroblastach ludzkich. Venditti i wsp. [50] 
określili wpływ tych substancji na indukowane przez 
promieniowanie UVA tworzenie reaktywnych form tlenu 
oraz ekspresję metaloproteinazy macierzowej MMP-1 
w komórkach skóry [50]. W badaniach wykorzystano 
promieniowanie UVA w dawce 18 J/cm2, porównywalnej 
do działania promieniowania słonecznego na skórę czło-
wieka w słoneczny letni dzień przez krótki okres. Dawka 
powodowała 25% spadek żywotności fibroblastów oraz 

Ryc. 2. Usuwanie rodników nadtlenkowych przez aminy drugorzędowe, nitroksydy i hydroksyloaminy (na podstawie [11], zmodyfikowano)
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wspomnianego braku protekcji w stosunku do komórek 
nowotworowych są warunki utleniające panujące w śro-
dowisku nowotworu, które hamują cykl redoks nitrok-
sydów.

Badania in vivo prowadzone na myszach C3H wykazały 
skuteczność niektórych nitroksydów w ochronie ich 
zdrowych komórek. Nitroksydy: Tempol, 3-CP (karba-
moiloproksyl) (9), pochodna aminowa (10), pochodna 
pirolidynowa (11) oraz pochodna piperydynowa (12) 
w dawkach równych MTD (maksymalna tolerowana 
dawka) podawane były 5 min przed naświetlaniem ciała 
zwierząt różnymi dawkami promieniowania. Najsku-
teczniejszy okazał się nitroksyd (12), dla którego LD50/30 
wynosiła 11,47 Gy, podczas gdy wartość dla grupy kon-
trolnej bez radioprotektora wynosiła zaledwie 7,9 Gy. 
Mniejszą skutecznością charakteryzowały się Tempol 
i 3-CP, dla których LD50/30 wynosiła odpowiednio 9,11 
i 9,5 Gy. Przeprowadzone badania wykazały, iż bardzo 
ważny jest moment podania nitroksydów. Nitroksyd (12) 
podany nie 5 min przed, ale zaraz po naświetlaniu dawką 
11 Gy, nie działał ochronnie. Autorzy sugerują, że rola 
nitroksydów jest związana z ochroną komórek szpiku 
kostnego przed promieniowaniem jonizującym [13]. 

Ślinianki są gruczołami szczególnie wrażliwymi na 
radioterapię, która prowadzi do kserostomii. Podobnie, 
jak w poprzednim doświadczeniu, badano wpływ Tem-
polu na działanie radioochronne u myszy C3H, a kon-
kretnie na ich ślinianki. Związek podawano na 10 min 
przed naświetlaniem różnymi dawkami promieniowa-
nia. Okazało się, że skutecznie chronił ślinianki przed 
uszkodzeniem, co przekładało się na większe wydziela-
nie śliny. Przy dawkach 15, 17,5 i 20 Gy spadek w wydzie-
laniu śliny wynosił odpowiednio około 60, 70 i 80%. 
Natomiast dla myszy poddanych działaniu Tempolu 
obserwowano znacznie mniejsze wartości w obniżeniu 

Aktywność fotoochronną Tempolu wykazano również 
w fibroblastach myszy poddanych ekspozycji na pro-
mieniowanie UVA i UVB. Fotouszkodzenia fibroblastów 
były badane pośrednio, przez pomiar aktywności indu-
kowanego promieniowaniem ultrafioletowym promo-
tora genu kodującego elastynę, sprzężonego z genem 
reporterowym. Nadmierne wytwarzanie zdegenerowa-
nej elastyny prowadzi do elastozy posłonecznej, odpo-
wiedzialnej za fotostarzenie skóry. Tempol zapewniał 
ochronę przed obydwoma rodzajami promieniowania 
ultrafioletowego. Obserwowano znaczący spadek eks-
presji genu reporterowego w fibroblastach poddanych 
ekspozycji zarówno na UVA (o ponad 70%), jak i UVB 
(o ponad 50%). Prawdopodobnym mechanizmem działa-
nia nitroksydu była dysmutacja anionorodników ponad-
tlenkowych (mimetyk SOD) oraz zmiatanie innych 
wolnych rodników [3].

Radioprotekcja

W terapii chorób nowotworowych często jest stoso-
wane promieniowanie jonizujące, toksyczne zarówno 
dla komórek zmutowanych, jak i komórek prawidło-
wych. Rezultatem szkodliwego działania w stosunku do 
tych ostatnich mogą być np.: stany zapalne błon ślu-
zowych (mucositis), suchość błon śluzowych jamy ust-
nej (kserostomia), zwłóknienie tkanek oraz indukcja 
kancerogenezy. Z tymi oraz innymi zjawiskami wiąże 
się często konieczność obniżenia dawki promieniowa-
nia, co zmniejsza skuteczność terapii. Jest to powodem 
rosnącego zainteresowania w poszukiwaniu nowych, 
skutecznych radioprotektorów. Taką grupą wydają się 
nitroksydy, które nie są immunogenne i mutagenne oraz 
nie wykazują toksyczności dla organizmu człowieka. 
Zapewniają ochronę zdrowym komórkom, a nie chronią 
komórek nowotworu przed promieniowaniem jonizują-
cym [1,2,13,23,33,35,36,47,52]. Możliwym wyjaśnieniem 

Ryc. 3. Nitroksydy i hydroksyloaminy stosowane jako radioprotektory przed promieniowaniem jonizującym. (9) 3-CP, (10) pochodna dimetyloaminy, (11) pochodna 
pirolidynowa, (12) pochodna piperydydnowa, (13) TPEY-Tempo, (14) Rutoksyl
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w wyniku działania promieniowania γ rodnik hydroksy-
lowy był skutecznej zmiatany przez Rutoksyl niż przez 
rutynę. Różnica była szczególnie widoczna przy wyż-
szych stężeniach związków i wyższych dawkach promie-
niowania [47].

Jednym z lepiej poznanych nitroksydów o potencjalnym 
działaniu radioochronnym jest JP4-039, będący koniuga-
tem Tempaminy (4-amino-2,2,6,6-tetrametylo-pipery-
dyno-N-oksyl) z hemigramicydyną S. Jego działanie było 
badane in vitro w komórkach embrionalnych myszy [35], 
jak również in vivo [1,23,36]. JP4-039 podawany w dawce 
20 μM wnikał do mitochondriów komórek embrional-
nych, wykazując aktywność radioochronną. Stosowany 
zarówno na 10 min przed, jak i godzinę po ekspozycji na 
promieniowanie γ (10 Gy), skutecznie hamował wytwa-
rzanie anionorodnika ponadtlenkowego i utlenianie kar-
diolipiny. Inkubacja komórek z nitroksydem powodowała 
ograniczenie apoptozy: niższą akumulację cytochromu c 
w cytosolu, zmniejszenie stopnia eksternalizacji fosfaty-
dyloseryny w błonach komórkowych oraz zatrzymanie 
cyklu komórkowego w fazie G2/M [35]. W przeciwień-
stwie do innych nitroksydów, JP4-039 wykazywał aktyw-
ność ochronną będąc podawanym nie tylko przed, 
ale również po naświetlaniu [35], co wskazuje na inny 
mechanizm jego aktywności niż usuwanie produktów 
radiolizy wody. Prawdopodobnie był związany ze zmia-
taniem RFT wytwarzanych w mitochondriach i/lub 
zahamowaniem redukcji tlenu cząsteczkowego do anio-
norodnika ponadtlenkowego przez przyjęcie elektronów 
przez nitroksyd, w tych organellach. JP4-039 mógł dzia-
łać jako akceptor elektronów również w błonach komór-
kowych i jądrowych, mających kompleksy enzymatyczne 
potencjalnie generujące anionorodniki ponadtlenkowe 
[35].

Skuteczność nitroksydu została później potwierdzona 
in vivo na myszach [36]. Przeciwdziałał zapaleniu prze-
łyku, jednemu z ważniejszych działań niepożądanych 
radioterapii raka płuca. Wykazano, że u myszy otrzymu-
jących JP4-039 w postaci liposomalnej przed naświetla-
niem klatki piersiowej (29 Gy jednokrotnie lub 11,5 Gy 
czterokrotnie) nie dochodziło do zapalenia przełyku 
i przeżywały dłużej od osobników kontrolnych. Nitrok-
syd chronił nie tylko komórki przełyku, ale lokował się 
również w krwi, szpiku kostnym i wątrobie, chroniąc je 
przed szkodliwym działaniem radioterapii. JP4-039 wni-
kał też do komórek nowotworu płuca, nie wykazując 
względem nich protekcji [36].

U około 10% pacjentów poddawanych radioterapii 
obserwuje się poważne działania niepożądane, których 
nasilenie charakteryzuje się dużą zmiennością w popu-
lacji. Jednym z cenniejszych modeli badań nad toksycz-
nością promieniowania jonizującego są linie komórkowe 
wywodzące się z osobników chorujących na anemię Fan-
coniego. Choroba charakteryzuje się m.in. dużą podat-
nością na rozwój nowotworów oraz dużą wrażliwością 
na promieniowanie γ (spowodowaną upośledzeniem 
mechanizmów naprawy DNA), co ogranicza stosowa-

wydzielania, tj. 30, 50 i 70%. Zastosowana dawka nitrok-
sydu wynosiła 80% dawki LD50 (275 mg/kg m.c.), a jego 
aktywność radioochronna prawdopodobnie wiązała się 
z eliminacją pierwszorzędowych produktów radiolizy 
wody (np. atomów H· i rodników OH·) oraz przerwaniu 
reakcji Fentona w wyniku utlenienia jonów Fe(II) [52].

Okazuje się, że nitroksydy mogą mieć zastosowanie 
radioochronne nie tylko u myszy, ale również u ludzi, 
co wykazano w badaniu dotyczącym ochrony zdrowych 
komórek mózgu w terapii glejaka [33]. Prawdopodobnie 
główną przyczyną śmierci komórek w wyniku napro-
mieniowania jest apoptoza, indukowana przez szlak 
mitochondrialny. Dlatego też, przez neutralizację wol-
nych rodników i innych RFT przez nitroksydy starano 
się zahamować ten szlak nie dopuszczając do indukcji 
apoptozy w zdrowych komórkach. W dużym uproszcze-
niu, założenie to opierało się na tym, iż anionorodnik 
ponadtlenkowy i nadtlenek wodoru powodują utlenianie 
kardiolipiny, która wpływa na uwolnienie cytochromu c 
z mitochondriów i tworzenie przepuszczalnych kana-
łów w błonie zewnątrzmitochondrialnej zbudowanych 
z białka t-Bid. Rolą nitroksydów miałoby być przerwanie 
szlaku i ochrona zdrowych komórek przed promieniowa-
niem. Wiedząc, że komórki glejaka (podobnie jak więk-
szość komórek nowotworowych) zawierają kilkakrotnie 
mniejszą liczbę mitochondriów niż zdrowe komórki 
mózgu, użyto nitroksydu TPEY-Tempo (13) (trifenylo-
fosfoniowa pochodna Tempo). Nitroksyd charaktery-
zuje się silną kompartmentalizacją w mitochondriach, 
a więc większą ochroną w stosunku do komórek zdro-
wych. Badania przeprowadzone z użyciem aneksyny V 
wykazały, iż półgodzinna preinkubacja zdrowych komó-
rek mózgu BB19 i glejaka T98G z TPEY-Tempo zapewniła 
silną ochronę tylko tym pierwszym. Procent komórek 
zdrowych, barwionych aneksyną wynosił: 31,6% dla 
kontroli i 15,8% w przypadku preinkubacji z 25 µM stę-
żeniem nitroksydu. Odwrotną zależność obserwowano 
natomiast w komórkach glejaka, dla których zastoso-
wanie 50 µM TPEY-Tempo powodowało, że prawie 100% 
komórek było aneksynopozytywnych (przy 42,3% dla 
kontroli). Wynika więc, iż nitroksyd jest skutecznym 
radioprotektorem w zdrowych komórkach mózgowych 
i jednocześnie zwiększa wrażliwość na promieniowanie 
γ w komórkach nowotworowych, co obserwowano rów-
nież na innej linii komórkowej glejaka U87MG. Powyż-
sze właściwości nitroksydu potwierdzono przez badanie 
poziomu uwolnionego cytochromu c oraz aktywności 
kaspaz [33].

Inną substancją, która może mieć potencjalne zastoso-
wanie w radioprotekcji, jest Rutoksyl (14) będący kom-
pleksem hydroksyloaminy z rutyną. Jego aktywność 
porównywano z rutyną, flawonoidem będącym natural-
nym przeciwutleniaczem roślinnym, hamującym perok-
sydację lipidów. Obecność hydroksyloaminy wpływała 
na właściwości przeciwutleniające Rutoksylu, zdolność 
zmiatania anionorodnika ponadtlenkowego wzrastała 
o 35% w porównaniu z rutyną. Związek wykazywał także 
wyższy potencjał radioochronny, bowiem powstały 
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rów. Komórki i tkanki prawidłowe charakteryzują się 
niskim stężeniem RFT utrzymywanym na stałym pozio-
mie. Wzrost ich stężenia powyżej pewnego poziomu kry-
tycznego, prowadzi do niestabilności genomu. 

Związki redukujące i RFT mogą brać udział w konwer-
sji nitroksydu (paramagnetyka, mającego właściwości 
kontrastowe) do hydroksyloaminy i jonu oksoamonio-
wego (cząsteczek o charakterze diamagnetycznym, nie-
mających właściwości kontrastowych). Te, reagując 
m.in. z anionorodnikiem ponadtlenkowym prowadzą do 
odtworzenia nitroksydu. Przemiany umożliwiają uzy-
skanie dokładnych obrazów odzwierciedlających stan 
redoks badanych tkanek i wykrycie nowotworu.

Zaburzenia równowagi redoks w komórkach nowotworo-
wych mogą być też spowodowane nieprawidłowościami 
w działaniu mitochondriów i kompleksów oksydazy 
NADPH, prowadzącymi do nadmiernego wytwarzania 
RFT [26]. Związane są z indukcją stanu hipoksji oraz 
syntezą tlenku azotu i jego reaktywnych pochodnych. 
Związki zaangażowane są w komórkowe szlaki sygna-
łowe powodujące adaptację nowotworu do stresu oksy-
dacyjnego, indukcję niekontrolowanych podziałów 
i immortalizację. Nasilonemu wytwarzaniu reaktywnych 
form tlenu i azotu towarzyszy znaczne zapotrzebowanie 
na związki redukujące i przeciwutleniacze, które często 
są „wysysane” z sąsiadujących, zdrowych tkanek naraża-
jąc je na stres oksydacyjny [59]. 

W MR mogą być wykorzystywane pochodne nitroksy-
dów pirolidynowych (np. karboksyproksyl) i pipery-
dynowych (np. pochodne Tempolu), zależnie od celu 
ich użycia. Pochodne pirolidynowe wydają się skutecz-
niejsze w obrazowaniu opartym o równowagę redoks 
krwi i środowiska komórek, gdyż charakteryzują się 
dobrą rozpuszczalnością w wodzie i dłuższym czasem 
„życia”, tj. mniejszą podatnością na redukcję w krwio-
biegu oraz wydłużonym czasem redukcji w komórkach 
[29]. Natomiast pochodne piperydynowe będące bardziej 

nie radioterapii u pacjentów. Badania in vivo [1,23] i in 
vitro [2,23] dowiodły, iż zastosowanie nitroksydu JP4-039 
przyczyniło się do ochrony zdrowych komórek przed 
toksycznymi działaniami promieniowania γ. Zwią-
zek zapobiegał owrzodzeniom błon śluzowych, chronił 
przed uszkodzeniem komórek zrębowych szpiku kost-
nego i tkanek jamy ustnej. Aktywność radioochronną 
JP4-039 wyjaśniono zdolnością do zmiatania RFT obec-
nych w mitochondriach. Zapobiegał utlenianiu kardio-
lipiny, dzięki czemu cytochrom c nie był uwalniany do 
cytosolu i nie dochodziło do inicjacji apoptozy. Badania 
ekspresji genów kodujących białka prozapalne i aktywo-
wane w odpowiedzi na stres oksydacyjny oraz uszkodze-
nie DNA, potwierdziły protekcyjną aktywność JP4-039. 
Kompleks nitroksydu z hemigramicydyną S może więc 
znaleźć zastosowanie jako środek radioochronny 
w radioterapii chorób nowotworowych, szczególnie 
wśród pacjentów cierpiących dodatkowo na anemię Fan-
coniego [1,2,23].

Zastosowanie nitroksydów w obrazowaniu metodą rezonansu 
magnetycznego (mr)

 Praktycznym zastosowaniem nitroksydów jest uży-
cie ich jako środków kontrastowych w obrazowa-
niu metodą rezonansu magnetycznego (MR), a ściślej 
w obrazowaniu nowotworów opartym o zmiany równo-
wagi redoks [13,16,59]. Ulega ona zachwianiu szczegól-
nie w komórkach nowotworowych, charakteryzujących 
się intensyfikacją procesów glikolizy i szlaku pentozo-
fosforanowego (efekt Warburga), czego rezultatem jest 
zwiększone wytwarzanie związków redukujących, takich 
jak: NADPH, NADH, FADH2 [53,54,55]. Dla tych komórek 
typowa jest również nasilona synteza RFT [48], których 
ilość regulowana jest przez wspomniane reduktory. 
W komórce nowotworowej utrzymują RFT i inne utle-
niacze na właściwym poziomie, na tyle niskim, aby nie 
indukowały apoptozy i jednocześnie na tyle wysokim, 
aby zapewniały niestabilność genomu [59,62]. Sygnali-
zacja redoks odgrywa główną rolę w rozwoju nowotwo-

Ryc. 4. Nitroksydy stosowane jako środki kontrastowe w obrazowaniu metodą MRI. (15) karboksyproksyl, (16) SLENU, (17) Teepon
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przenikania do komórek, nie wykazano żadnej różnicy 
sygnału MR między mózgami kontrolnymi i mózgami 
z neuroblastomą. Dowodzi to, że do skutecznego obrazo-
wania stanu redoks tkanek, a szczególnie tkanki mózgu, 
konieczne jest wykorzystanie nitroksydów o charakterze 
hydrofobowym [60]. Potwierdzenie tego, można znaleźć 
w starszej pracy tego zespołu, w której nitroksydy pipe-
rydynowe SLENU i Tempol okazały się znacznie skutecz-
niejsze w obrazowaniu MR niż pochodne pirolidynowe 
[61]. Potencjalne zastosowanie w rezonansie magnetycz-
nym może mieć również opisany wyżej nitroksyd (12). 
Jak wykazano, jest odpowiednio wrażliwy na zmiany 
stanu redoks w mózgu, osiąga w nim duże stężenia oraz 
przekracza barierę krew-mózg na tyle łatwo, że mógłby 
być wykorzystywany w technice MR [13].

W innych badaniach przeprowadzonych na modelu 
mysim choroby Parkinsona udowodniono, iż nitroksydy 
piperydynowe łatwo wnikają do komórek i charaktery-
zują się właściwościami kontrastowymi, odzwierciedla-
jącymi zaburzoną równowagę redoks w zmienionych 
chorobowo obszarach mózgu [60]. Nitroksydy mogą zna-
leźć również zastosowanie w obrazowaniu zmian zacho-
dzących w nerkach w wyniku hipercholesterolemii [49]. 
Pewnym ograniczeniem zastosowania nitroksydów jako 
środków kontrastowych metodą obrazowania MR jest 
ich redukcja in vivo np. przez kwas askorbinowy. Roz-
wiązaniem problemu jest użycie odpowiedniej pochod-
nej heterocyklicznej z określonym podstawnikiem. 
Okazało się, że zamiana grup metylowych na etylowe 
w pierścieniu piperydynowym nitroksydu, co wykazano 
na przykładzie Teeponu (17), spowodowała wyjątkową 
jego odporność na redukcję przez kwas askorbinowy 
i inne związki redukujące występujące w komórkach 
[16]. Związek skutecznie przenikał przez błony komór-
kowe oraz barierę krew-mózg. Zależnie od zastosowa-
nego stężenia emulsji tłuszczu (INTRAFAT), w której 
zawieszany był Teepon, uzyskano różną dystrybucję 
nitroksydu w ciele myszy. Zastosowanie 5% roztworu 
Teeponu powodowało jego kumulację głównie w narzą-
dach hydrofobowych, takich jak mózg. Natomiast użycie 
20% roztworu niwelowało tę swoistość, bowiem dystry-
bucję nitroksydu obserwowano w wielu innych tkankach 
np. mięśniach. Ważną cechą Teeponu jest również duża 
stabilność, np. okres półtrwania w mózgach zdrowych 
myszy wynosił około 90 min. Dla porównania, okres 
półtrwania wspomnianego wyżej SLENU wynosił zaled-
wie około 80 s. Teepon jest związkiem o potencjalnym 
zastosowaniu w badaniu metodą MR narządów o dużej 
zawartości przeciwutleniaczy, w których inne nitrok-
sydy narażone są na szybką redukcję (np. w mózgu) [16].

Podsumowanie

Nitroksydy wydają się bardzo obiecującymi związkami 
chemicznymi, do wykorzystania w przemyśle kosme-
tycznym. Chronią przed utlenianiem białek i lipidów 
indukowanym przez promieniowanie UVA. Protekcyjna 
aktywność nitroksydów obejmuje również fibroblasty, 
w których związki te neutralizują RFT i nie dopuszczają 

wrażliwymi na zmiany stężeń utleniaczy i reduktorów, 
wydają się bardziej skuteczne w badaniach aktywności 
stanu redoks tkanek i narządów [12,34]. Ważnym zagad-
nieniem jest wykorzystanie nitroksydów w rezonan-
sie magnetycznym mózgu, gdyż w przeciwieństwie do 
powszechnie stosowanych w MR związków gadolinu, 
nitroksydy piperydynowe mają zdolność przenikania 
bariery krew-mózg [59].

Pochodne nitroksydów pirolidynowych (karboksyprok-
syl (15) i karbamoiloproksyl (9)) oraz piperydynowych 
[SLENU (16), pochodna nitrozomocznika znakowana 
TEMPO (2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-1-oksylem)] 
mogą znaleźć zastosowanie w diagnostyce raka mózgu 
i jelita grubego za pomocą MR. Metoda bezpośred-
niego obrazowania aktywności redoks tkanek pozwala 
odróżnić stan prawidłowy od nowotworowego. Prze-
prowadzono takie badania na myszach zdrowych oraz 
z nowotworem jelita grubego i mózgu [59]. Aktywność 
redoks tkanek in vivo określono za pomocą nitroksydu 
metodą obrazowania w rezonansie magnetycznym (MR) 
uśpionych zwierząt. Metoda jest oparta na cyklu redoks 
nitroksydu związanym z pojawianiem się lub zani-
kiem sygnału MR. Markerem diagnostycznym był okres 
półtrwania nitroksydu w komórkach prawidłowych 
i nowotworowych tkanek. Przeprowadzone badania 
dostarczyły bezpośrednich dowodów, że tkanki prawi-
dłowe i nowotworowe ssaków charakteryzują się róż-
nym stanem redoks, co było podstawą do diagnozowania 
nowotworu. W tkankach prawidłowych charakteryzu-
jących się wysokim potencjałem przeciwutleniającym 
nitroksyd jest szybko redukowany do hydroksyloaminy. 
Natomiast w przypadku tkanek nowotworowych pro-
ces jest znacząco spowolniony. W związku z tym, tkanki 
nowotworowe charakteryzowały się długim czasem pół-
trwania sygnału MR (T1/2 > 14 min), co wskazuje na dużą 
aktywność utleniającą, podczas gdy tkanki prawidłowe 
krótkim sygnałem MR (T1/2 = 1-3 min), co wskazuje na 
małą aktywność utleniającą. Wyniki mogą także sugero-
wać, że tkanki prawidłowe organizmu, jeśli są podatne 
na uszkodzenia oksydacyjne mogą doprowadzić do 
nowotworzenia [59].

W wyniku zastosowania SLENU, jako środka kontra-
stowego w rezonansie magnetycznym (podanego 100 s 
po rozpoczęciu skanowania) otrzymano różne krzywe 
intensywności sygnału MR. W mózgach myszy zdro-
wych nitroksyd stopniowo wnikał do badanego narządu, 
powodując wzrost intensywności sygnału MR, lecz jego 
nagły spadek w stosunkowo krótkim czasie był spowo-
dowany szybką redukcją nitroksydu do niekontrastowej 
hydroksyloaminy, co wskazywało na dużą aktywność 
redukcyjną zdrowych tkanek. W mózgu osobników 
z nowotworem nie obserwowano spadku intensywności 
sygnału MR, co dowodzi dużej aktywności utleniającej 
komórek nowotworowych. W badaniu mózgu skuteczny 
okazał się opisywany wcześniej nitroksyd hydrofo-
bowy SLENU, dobrze przenikający do tkanek. Natomiast 
pirolidynowe nitroksydy hydrofilowe: karboksyprok-
syl i karbamoiloproksyl zawiodły ze względu na brak 
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wody oraz utleniając jony Fe(II) nie dopuszczają do 
indukcji apoptozy w zdrowych komórkach, jednocześnie 
nasilając ją, w komórkach nowotworowych.

 Nitroksydy mogą znaleźć zastosowanie jako środki kon-
trastowe w MR, dzięki subtelnej równowadze redoks 
i jej zmianom, prowadzącym do utleniania i redukcji 
nitroksydu (kontrastowego), odpowiednio do jonu okso-
amoniowego i hydroksyloaminy (niekontrastowych). 
Nitroksydy okazywały się też skutecznymi środkami 
kontrastowymi w badaniach mózgu i innych narządów 
techniką MR. 

Podziękowanie

Autorzy dziękują Pani mgr Julicie Rochowiak za wyko-
nanie rysunków.

do ich powstawania oraz wpływają na aktywność MMP-
1. Uzyskane wyniki dowodzą, że niektóre nitroksydy 
mają lepsze właściwości fotoochronne wobec skóry, niż 
powszechnie stosowane w produktach kosmetycznych 
przeciwutleniacze (witaminy C i E) i inne związki absor-
bujące promieniowanie UVA (np. PARSOL 1789). Różnica 
w skuteczności witamin i nitroksydów może wynikać 
z różnych mechanizmów ich działania. 

Innym przykładem zastosowania tych związków jest ich 
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