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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Nitroksydy sg grupa stabilnych rodnikéw organicznych o matej masie czasteczkowej
zawierajacych grupe nitroksylowa >N=0, w ktérej znajduje sie niesparowany elektron. Jej
obecnosé¢ umozliwia nitroksydom udziat w reakcjach redoks. Petnia funkcje mimetykdéw
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) oraz stymulujg aktywno$¢ katalazowa hemoprotein.
Utleniajg jony Fe(II) do Fe(IlI) nie dopuszczajgc do reakcji Fentona i Habera-Weissa. Jako rodniki
sg réwniez zdolne do zmiatania innych wolnych rodnikéw. Nitroksydy nie sg immunogenne
i mutagenne oraz nie wykazuja toksycznosci dla organizmu cztowieka.

W pracy oméwiono zastosowanie nitroksydéw w ochronie komdrek i tkanek przed dziataniem
promieniowania UVA. Wstepne badania wskazuja, Ze sg bardziej skuteczne niz standardowo
stosowane witaminy (C i E) oraz filtry UV. Chronig réwniez materiat biologiczny przed dzia-
taniem promieniowania jonizujacego. Zapewniaja ochrone komdrkom prawidlowym, ale nie
chronig komérek nowotworu. Réznice w odmiennym dziataniu nitroksydéw sa zwigzane z wa-
runkami utleniajgcymi panujacymi w $rodowisku nowotworu, w odréznieniu od warunkéw
redukujacych w komérkach prawidtowych.

Nitroksydy moga mieé zastosowanie jako substancje kontrastowe w obrazowaniu metoda re-
zonansu magnetycznego (MR). Umozliwiaja wykrywanie juz nieznacznych zmian réwnowagi
utleniajaco-redukujacej w obrebie nowotworu w oparciu o rézny stan redoks tkanek prawidto-
wych i nowotworowych. Metoda bezposredniego obrazowania z zastosowaniem nitroksydéw
pozwala na odréznienie stanu prawidtowego od patologicznego. Z powodzeniem badania takie
przeprowadzono na myszach zdrowych oraz z nowotworem jelita grubego i mézgu.

nitroksydy - stres oksydacyjny - radioochrona - fotoochrona - MR

Summary

Nitroxides are a group of stable organic radicals of low molecular weight having a nitroxyl
group > N0, 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 (IIT) preventing the Fenton and Haber-Weiss reactions. As the radicals have the
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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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Wsrep

Nitroksydy nalezg do grupy syntetycznych, stabilnych
rodnikéw organicznych: alifatycznych, aromatycznych,
bicyklicznych lub heterocyklicznych, o matej masie
czasteczkowej. Obecno$é niesparowanego elektronu
umiejscowionego w grupie nitroksylowej >N=0 umozli-
wia nitroksydom udzial w reakcjach redoks. Zwigzki te
petnia funkcje mimetykéw dysmutazy ponadtlenkowej
(SOD), metabolizujagc anionorodnik ponadtlenkowy do
nadtlenku wodoru i tlenu [9,38]. Nitroksydy stymuluja
aktywnos$¢ katalazowa hemoprotein w neutralizacji nad-
tlenku wodoru [39,43]. Utleniajgc jony Fe(ll) do Fe(IIT)
nie dopuszczaja do reakcji Fentona i Habera-Weissa [24].
Nitroksydy jako rodniki majg réwniez zdolno$¢ do zmia-
tania wolnych rodnikéw w reakcjach rekombinacji oraz
neutralizacji takich reaktywnych form tlenu (RFT), jak
rodniki hydroksylowe, alkoksylowe, nadtlenkowe, anio-
norodniki ponadtlenkowe, nadtlenek wodoru i tlen sin-
gletowy [8,14,38,39,43,56,58]. Zapobiegaja nitrowaniu
makroczasteczek przez nadtlenoazotyn [7] oraz przery-
waja wolnorodnikowe reakcje taricuchowe, np. peroksy-
dacje lipidéw [41,42]. Wiekszo$¢ pozbawionych tadunku
nitroksydéw tatwo przenika przez btony komérkowe

na zasadzie dyfuzji, pozwalajac im petnié funkcje
wewnatrzkomérkowych regulatoréw poziomu stresu
oksydacyjnego [28,30,32,43]. Udzial w jednoelektrono-
wych cyklach redoks jest podstawowy dla nitroksyddw,
jako antyoksydantéw. Utlenianie tych czasteczek dopro-
wadza do powstania jonu oksoamoniowego, a redukcja
do hydroksyloaminy, obie reakcje sg odwracalne. Kata-
lityczny mechanizm dziatania oraz zdolno$¢ do zmia-
tania wielu rodzajéw wolnych rodnikéw i innych RFT
odréznia je od pozostatych przeciwutleniaczy. W okre-
$lonych warunkach, np. w komérkach nowotworowych
lub po zastosowaniu wyzszych stezeri, moga réwniez
dziataé proutleniajgco, podobnie jak przeciwutleniacze
endogenne [17,18,22]. W komdrkach, nitroksydy sa redu-
kowane do hydroksyloamin gtéwnie z udzialem kwasu
askorbinowego, ale powoduja réwniez spadek stezenia
tioli oraz glutationu [6,21]. Redukcja nitroksydéw zalezy
od wielu czynnikdéw, zachodzi szybciej w czasteczkach
nieobdarzonych tadunkiem oraz w warunkach beztleno-
wych [19,30,31]. Nie bez znaczenia jest réwniez budowa
piericienia heterocyklicznego (np. pochodne pipery-
dyny sa redukowane szybciej niz pochodne piroliny
i pirolidyny) oraz charakter podstawnikéw w pierscie-
niu [10,19,20,29,30].
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Obecnie, zastosowanie praktyczne nitroksydéw jest
zwigzane z wykorzystaniem ich jako znacznikéw spino-
wych w technice elektronowego rezonansu paramagne-
tycznego (EPR) oraz przeciwutleniaczy wspomagajacych
systemy przeciwutleniajace w komérkach. Czasteczki
wydaja sie réwniez obiecujacymi lekami przeciwnowo-
tworowymi [15,17,18,25,37,40,45,46], substancjami kon-
trastowymi w technice rezonansu magnetycznego (MR)
oraz zwigzkami o charakterze foto- i radioochronnym.

W pracy przedstawiono wita$ciwos$ci i zastosowanie
nitroksydéw w ochronie komdrek i tkanek przed pro-
mieniowaniem UVA i jonizujacym, a takze ich wykorzy-
stanie jako substancji obrazujacych w metodzie MR.

FotoPROTEKCIA

W ostatnich latach stosowanie przeciwutleniaczy w pro-
duktach do opalania spotyka sie z coraz wiekszym zain-
teresowaniem. Wykorzystanie tych czasteczek jest
zwigzane z ograniczeniem wytwarzania RFT, ktére
powstaja pod wplywem bezposredniego dziatania pro-
mieniowania UVA (320-400 nm) lub po$rednio, z udzia-
tem fotouczulaczy endogennych i w stanach zapalnych.
Reaktywne formy tlenu powodujg oksydacyjne uszko-
dzenia DNA, biatek i lipidéw w skérze wiasciwej. Do
dalszych skutkéw zalicza sie degradacje tkanki tacznej
(zwlaszcza kolagenu typu I oraz I1I) i fibroblastéw oraz
indukcje oparzeni stonecznych, a takze proceséw foto-
starzenia (np. powstawanie zmarszczek, szorstko$é,
obwisto$¢ oraz przebarwienia skéry) [4,5,44]. Aby zapo-
biec tym zjawiskom, firmy farmaceutyczne pracuja nad
kosmetykami zawierajacymi w sktadzie witaminy i prze-
ciwutleniacze o matej masie czasteczkowej, ktére pet-
nig role zmiataczy RFT. Prowadzi sie intensywne prace
nad wykorzystaniem do tego celu witamin C i E beda-
cych jednocze$nie naturalnymi przeciwutleniaczami
skéry, jednak - jak wykazaly opisane badania - wydaja
sie znacznie mniej skuteczne niz nitroksydy. Szczegdlng
efektywnoscia charakteryzuje sie Tempol (4-hydroksy-

-2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-1-oksyl) (7) oraz aroma-
tyczny nitroksyd INDNIT (6) [3,50,51,57].

W pierwszym z opisywanych do$wiadczedi [11] testo-
wano aktywno$¢ fotoochronng diamagnetycznej aminy
(1) (HALS-1), estréw Tempolu (birodnik TINO) (2) oraz
nitroksydéw Temp2 (3) i Temp8 (4). Badania prowa-
dzono w liposomach wielowarstwowych utworzonych
z fosfatydylocholiny, poddanych dziataniu promieniowa-
nia UVA. Jako substancje do poréwnania uzywano PAR-
SOL 1789 (5), stosowany w kremach do opalania. Badano
inhibicje taricucha peroksydacji lipidéw, indukowanego
promieniowaniem UVA, ktére inicjuje proces zaréwno
w btonach komérkowych, jak i liposomowych. Podczas
peroksydacji lipidéw powstaja rodniki weglowodorowe
(alkilowe), nadtlenkowe, alkoksylowe, ktére moga by¢
zmiatane przez nitroksydy lub ich pochodne, takie jak
aminy drugorzedowe i hydroksyloaminy powstajace
w wyniku dwu- i jednoelektronowej redukeji nitroksy-
déw. Na ryc. 2 przedstawiono inaktywacje wolnych rod-
nikéw powstajacych podczas utlenienia lipidéw przez
aminy drugorzedowe, nitroksydy i hydroksyloaminy.

Zwiazek TINO byt najskuteczniejszym sposrdd analizo-
wanych substancji. Hamowanie peroksydacji lipidéw
w liposomach po 30 min ekspozycji na UVA wynosito
prawie 100% (TINO), 80% (Temp8), 45% (PARSOL 1789)
oraz 20% (Temp2 i HALS-1) w 100 uM stezeniach bada-
nych zwiazkéw. Okreslono réwniez poziom zwigzkdéw
karbonylowych, jako wskaznik oksydacyjnego uszko-
dzenia biatek. Ekspozycja albuminy na promieniowanie
UVA powodowata 8-krotny wzrost stezenia zwiazkéw
karbonylowych, jednak zadna z testowanych substan-
cji nie wptywala na jego zmniejszenie. Wydaje sie wiec,
ze pochodne Tempolu wykazuja dziatanie fotoochronne
jedynie w stosunku do lipidéw, nie chroniac biatek przed
utlenieniem. Jednak, co istotne, niektére z nich (TINO
i Temp8) dziataly skuteczniej niz PARSOL 1789 uzywany
w kremach z filtrem. Prawdopodobnym mechanizmem
aktywnosci nitroksydéw i ich pochodnych jest zmiata-
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Ryc. 1. Nitroksydy oraz substancje diamagnetyczne stosowane w ochronie przed promieniowaniem UV. (1) HALS-1, (2) birodnik TINO, (3) Temp2, (4) Temp3, (5)
Parsol 1789, (6) INDNIT, (7) Tempol, (8) OC-NO
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Ryc. 2. Usuwanie rodnikdw nadtlenkowych przez aminy drugorzedowe, nitroksydy i hydroksyloaminy (na podstawie [11], zmodyfikowano)

nie wolnych rodnikéw, np. alkilowych, nadtlenkowych
i alkoksylowych powstajacych w czasie peroksydacji lipi-
déw. TINO, w przeciwieristwie do PARSOLu, nie absorbo-
wat promieniowania w zakresie charakterystycznym dla
promieniowania UVA [11].

W innej pracy po$wieconej roli fotoochronnej nitroksy-
déw badano ich wplyw na uszkodzenie kolagenu typu
111 uzyskanego ze skéry cielecej. Znaczny stopieri degra-
dacji tego biopolimeru obserwowano po 40 min ekspo-
zycji na promieniowanie UVA, a bardzo dobre dziatanie
ochronne wykazat INDNIT (6). Jego zastosowanie wta-
$ciwie catkowicie hamowato degradacje kolagenu, ktéra
byta zblizona do grupy kontrolnej (niena$wietlanej UVA).
Zwiazek byt wielokrotnie skuteczniejszy od podobnego
nitroksydu indolowego, Tempolu (7) oraz witamin C i E.
Sprawdzono réwniez, jak te zwiazki wptywaja na hamo-
wanie utleniania kolagenu, okreslajac stezenie zwiaz-
kéw karbonylowych. Okazato sie ponownie, ze INDNIT
zapewnit prawie catkowita ochrone przed oksydacyjnym
uszkodzeniem kolagenu, natomiast w przypadku wita-
min C i E ochrona wynosita okoto 60%. INDNIT chronit
zaréwno przed degradacjg kolagenu spowodowang dzia-
taniem UVA, jak i przed uszkodzeniem oksydacyjnym
tego polimeru [51].

Aktywno$¢ fotoochronna nitroksydéw byta badana
réwniez w fibroblastach ludzkich. Venditti i wsp. [50]
okreslili wptyw tych substancji na indukowane przez
promieniowanie UVA tworzenie reaktywnych form tlenu
oraz ekspresje metaloproteinazy macierzowej MMP-1
w komérkach skéry [50]. W badaniach wykorzystano
promieniowanie UVA w dawce 18 J/cm?, poréwnywalnej
do dziatania promieniowania stonecznego na skére czto-
wieka w stoneczny letni dzier przez krétki okres. Dawka
powodowata 25% spadek zywotnosci fibroblastéw oraz

ponad 2-krotny wzrost wytwarzania RFT w poréwna-
niu z prébka nienaswietlana (kontrola). Okazato sie, ze
nitroksydy: Tempol, INDNIT i OC-NO (8) oraz witamina
E byly réwnie skuteczne, redukujac stezenie RFT do
poziomu osiggnietego w niena$wietlanych komérkach
kontrolnych. Badano réwniez wplyw tych zwigzkéw na
ekspresje metaloproteinazy MMP-1, enzymu odpowie-
dzialnego za degradacje kolagenu w skérze wlasciwe;j.
Wykazano, ze dawka 18 J/cm? powodowata 10-krotny
wzrost aktywno$ci MMP-1 w komérkach w poréwna-
niu do niena$wietlanych, a zastosowanie nitroksydéw
redukowato go o potowe. Popularny sktadnik kosmety-
kéw do opalania, witamina E, nie miata zadnego wptywu
na poziom ekspresji MMP-1, lecz zmiatata wolne rodniki
niewiele mniej skutecznie niz nitroksydy [50].

Podobne badania, dotyczace roli fotoochronnej nitrok-
sydéw w stosunku do fibroblastéw cztowieka prze-
prowadzili wczesniej Yan i wsp. [57]. Wykazali, ze
promieniowanie ultrafioletowe A1 (340-400 nm) dzia-
tajace na komdérki skéry, indukowato w nich znaczace
zmiany. Po 24 godzinach obserwowano proporcjonalny
do dawki promieniowania spadek zywotno$ci komérek
(przy 20 J/cm? zywotno$¢é wynosita okoto 69%). Wyka-
zano réwniez obnizenie aktywnosci SOD i spadek wytwa-
rzania kolagenu typu I i I1l. Obserwowano wzrost ilosci
uwalnianego dialdehydu malonowego (MDA) oraz eks-
presji MMP-1 i MMP-3. Wszystkie opisane zmiany byty
hamowane w wyniku preinkubacji komérek z Tem-
polem. Nitroksyd wykazywat najsilniejsze dzialanie
w dawce 0,5 mM, bedac znacznie skuteczniejszym od
witaminy C (1 mg/ml). Jego potencjat fotoochronny byt
zwigzany z aktywno$cig dysmutazowg, utlenianiem zre-
dukowanych jonéw metali przejsciowych, przerywaniem
tanicuchowych reakcji rodnikowych oraz detoksykacja
hiperwalentnych jonédw metali [57].
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Aktywno$¢ fotoochronng Tempolu wykazano réwniez
w fibroblastach myszy poddanych ekspozycji na pro-
mieniowanie UVA i UVB. Fotouszkodzenia fibroblastéw
byty badane posrednio, przez pomiar aktywnosci indu-
kowanego promieniowaniem ultrafioletowym promo-
tora genu kodujacego elastyne, sprzezonego z genem
reporterowym. Nadmierne wytwarzanie zdegenerowa-
nej elastyny prowadzi do elastozy postonecznej, odpo-
wiedzialnej za fotostarzenie skéry. Tempol zapewniat
ochrone przed obydwoma rodzajami promieniowania
ultrafioletowego. Obserwowano znaczacy spadek eks-
presji genu reporterowego w fibroblastach poddanych
ekspozycji zaréwno na UVA (o ponad 70%), jak i UVB
(0 ponad 50%). Prawdopodobnym mechanizmem dziata-
nia nitroksydu byta dysmutacja anionorodnikéw ponad-
tlenkowych (mimetyk SOD) oraz zmiatanie innych
wolnych rodnikéw [3].

RaDIOPROTEKCIA

W terapii choréb nowotworowych czesto jest stoso-
wane promieniowanie jonizujace, toksyczne zaréwno
dla komérek zmutowanych, jak i komérek prawidto-
wych. Rezultatem szkodliwego dziatania w stosunku do
tych ostatnich moga by¢ np.: stany zapalne bton $lu-
zowych (mucositis), sucho$é bton §luzowych jamy ust-
nej (kserostomia), zwtdknienie tkanek oraz indukcja
kancerogenezy. Z tymi oraz innymi zjawiskami wigze
sie czesto konieczno$¢ obnizenia dawki promieniowa-
nia, co zmniejsza skuteczno$¢ terapii. Jest to powodem
rosnacego zainteresowania w poszukiwaniu nowych,
skutecznych radioprotektoréw. Takg grupa wydaja sie
nitroksydy, ktére nie sa immunogenne i mutagenne oraz
nie wykazuja toksycznosci dla organizmu cztowieka.
Zapewniajg ochrone zdrowym komdrkom, a nie chronia
komoérek nowotworu przed promieniowaniem jonizuja-
cym [1,2,13,23,33,35,36,47,52]. Mozliwym wyja$nieniem

wspomnianego braku protekcji w stosunku do komérek
nowotworowych sa warunki utleniajace panujace w $ro-
dowisku nowotworu, ktére hamujg cykl redoks nitrok-
sydéw.

Badania in vivo prowadzone na myszach C3H wykazaty
skuteczno$é niektérych nitroksydéw w ochronie ich
zdrowych komérek. Nitroksydy: Tempol, 3-CP (karba-
moiloproksyl) (9), pochodna aminowa (10), pochodna
pirolidynowa (11) oraz pochodna piperydynowa (12)
w dawkach réwnych MTD (maksymalna tolerowana
dawka) podawane byty 5 min przed naswietlaniem ciata
zwierzat réznymi dawkami promieniowania. Najsku-
teczniejszy okazal si¢ nitroksyd (12), dla ktérego LD,
wynosita 11,47 Gy, podczas gdy warto$¢ dla grupy kon-
trolnej bez radioprotektora wynosita zaledwie 7,9 Gy.
Mniejsza skutecznoscia charakteryzowatly sie Tempol
i 3-CP, dla ktérych LD ., wynosita odpowiednio 9,11
i 9,5 Gy. Przeprowadzone badania wykazaly, iz bardzo
wazny jest moment podania nitroksydéw. Nitroksyd (12)
podany nie 5 min przed, ale zaraz po naswietlaniu dawka
11 Gy, nie dzialat ochronnie. Autorzy sugeruja, ze rola
nitroksydéw jest zwigzana z ochrong komérek szpiku
kostnego przed promieniowaniem jonizujacym [13].

Slinianki sa gruczotami szczegélnie wrazliwymi na
radioterapie, ktéra prowadzi do kserostomii. Podobnie,
jak w poprzednim do$wiadczeniu, badano wptyw Tem-
polu na dziatanie radioochronne u myszy C3H, a kon-
kretnie na ich $linianki. Zwigzek podawano na 10 min
przed naswietlaniem réznymi dawkami promieniowa-
nia. Okazalo sie, ze skutecznie chronit §linianki przed
uszkodzeniem, co przektadato sie na wieksze wydziela-
nie $liny. Przy dawkach 15, 17,5 i 20 Gy spadek w wydzie-
laniu §liny wynosit odpowiednio okoto 60, 70 i 80%.
Natomiast dla myszy poddanych dziataniu Tempolu
obserwowano znacznie mniejsze warto$ci w obnizeniu
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Ryc. 3. Nitroksydy i hydroksyloaminy stosowane jako radioprotektory przed promieniowaniem jonizujacym. (9) 3-CP, (10) pochodna dimetyloaminy, (11) pochodna

pirolidynowa, (12) pochodna piperydydnowa, (13) TPEY-Tempo, (14) Rutoksyl
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wydzielania, tj. 30, 50 i 70%. Zastosowana dawka nitrok-
sydu wynosita 80% dawki LD, (275 mg/kg m.c.), a jego
aktywno$¢ radioochronna prawdopodobnie wigzata sie
z eliminacja pierwszorzedowych produktéw radiolizy
wody (np. atoméw H' i rodnikéw OH) oraz przerwaniu
reakcji Fentona w wyniku utlenienia jonéw Fe(II) [52].

Okazuje sie, ze nitroksydy moga mieé zastosowanie
radioochronne nie tylko u myszy, ale réwniez u ludzi,
co wykazano w badaniu dotyczacym ochrony zdrowych
komdrek mézgu w terapii glejaka [33]. Prawdopodobnie
gtéwng przyczyng $mierci komérek w wyniku napro-
mieniowania jest apoptoza, indukowana przez szlak
mitochondrialny. Dlatego tez, przez neutralizacje wol-
nych rodnikéw i innych RFT przez nitroksydy starano
sie zahamowa¢ ten szlak nie dopuszczajac do indukeji
apoptozy w zdrowych komérkach. W duzym uproszcze-
niu, zatozenie to opieralo sie na tym, iz anionorodnik
ponadtlenkowy i nadtlenek wodoru powoduja utlenianie
kardiolipiny, ktéra wptywa na uwolnienie cytochromu ¢
z mitochondriéw i tworzenie przepuszczalnych kana-
téw w blonie zewnatrzmitochondrialnej zbudowanych
z biatka t-Bid. Rolg nitroksydéw miatoby by¢ przerwanie
szlaku i ochrona zdrowych komérek przed promieniowa-
niem. Wiedzac, ze komérki glejaka (podobnie jak wiek-
szo$¢ komérek nowotworowych) zawieraja kilkakrotnie
mniejsza liczbe mitochondriéw niz zdrowe komdrki
mdzgu, uzyto nitroksydu TPEY-Tempo (13) (trifenylo-
fosfoniowa pochodna Tempo). Nitroksyd charaktery-
zuje sie silng kompartmentalizacjg w mitochondriach,
a wiec wiekszg ochrong w stosunku do komérek zdro-
wych. Badania przeprowadzone z uzyciem aneksyny V
wykazaly, iz pétgodzinna preinkubacja zdrowych komé-
rek mézgu BB19 i glejaka T98G z TPEY-Tempo zapewnita
silng ochrone tylko tym pierwszym. Procent komdrek
zdrowych, barwionych aneksyng wynosit: 31,6% dla
kontroli i 15,8% w przypadku preinkubacji z 25 uM ste-
zeniem nitroksydu. Odwrotng zalezno$¢ obserwowano
natomiast w komérkach glejaka, dla ktérych zastoso-
wanie 50 UM TPEY-Tempo powodowalo, ze prawie 100%
komérek byto aneksynopozytywnych (przy 42,3% dla
kontroli). Wynika wiec, iz nitroksyd jest skutecznym
radioprotektorem w zdrowych komérkach mézgowych
i jednocze$nie zwieksza wrazliwo$é na promieniowanie
y w komérkach nowotworowych, co obserwowano réw-
niez na innej linii komdrkowej glejaka U87MG. Powyz-
sze whasciwosci nitroksydu potwierdzono przez badanie
poziomu uwolnionego cytochromu c¢ oraz aktywnos$ci
kaspaz [33].

Inng substancja, ktéra moze mieé potencjalne zastoso-
wanie w radioprotekgji, jest Rutoksyl (14) bedacy kom-
pleksem hydroksyloaminy z rutyna. Jego aktywno$¢
poréwnywano z rutyna, flawonoidem bedgcym natural-
nym przeciwutleniaczem roslinnym, hamujacym perok-
sydacje lipidéw. Obecno$é¢ hydroksyloaminy wptywata
na wladciwos$ci przeciwutleniajace Rutoksylu, zdolnosé
zmiatania anionorodnika ponadtlenkowego wzrastata
035% w pordéwnaniu z rutyng. Zwigzek wykazywat takze
wyzszy potencjat radioochronny, bowiem powstaty

w wyniku dziatania promieniowania y rodnik hydroksy-
lowy byt skutecznej zmiatany przez Rutoksyl niz przez
rutyne. Réznica byta szczegélnie widoczna przy wyz-
szych stezeniach zwiazkéw i wyzszych dawkach promie-
niowania [47].

Jednym z lepiej poznanych nitroksydéw o potencjalnym
dziataniu radioochronnym jest JP4-039, bedacy koniuga-
tem Tempaminy (4-amino-2,2,6,6-tetrametylo-pipery-
dyno-N-oksyl) z hemigramicydyna S. Jego dziatanie byto
badane in vitro w komérkach embrionalnych myszy [35],
jak réwniez in vivo [1,23,36]. JP4-039 podawany w dawce
20 uM wnikat do mitochondriéw komérek embrional-
nych, wykazujac aktywno$¢ radioochronna. Stosowany
zaréwno na 10 min przed, jak i godzine po ekspozycji na
promieniowanie y (10 Gy), skutecznie hamowat wytwa-
rzanie anionorodnika ponadtlenkowego i utlenianie kar-
diolipiny. Inkubacja komérek z nitroksydem powodowata
ograniczenie apoptozy: nizszg akumulacje cytochromu ¢
w cytosolu, zmniejszenie stopnia eksternalizacji fosfaty-
dyloseryny w btonach komérkowych oraz zatrzymanie
cyklu komérkowego w fazie G2/M [35]. W przeciwiedi-
stwie do innych nitroksydéw, JP4-039 wykazywat aktyw-
no$é ochronng bedac podawanym nie tylko przed,
ale réwniez po na$wietlaniu [35], co wskazuje na inny
mechanizm jego aktywnosci niz usuwanie produktéw
radiolizy wody. Prawdopodobnie byt zwigzany ze zmia-
taniem RFT wytwarzanych w mitochondriach i/lub
zahamowaniem redukgji tlenu czasteczkowego do anio-
norodnika ponadtlenkowego przez przyjecie elektronéw
przez nitroksyd, w tych organellach. JP4-039 mdgt dzia-
ta¢ jako akceptor elektronéw réwniez w btonach komér-
kowych i jadrowych, majacych kompleksy enzymatyczne
potencjalnie generujace anionorodniki ponadtlenkowe
[35].

Skuteczno$é nitroksydu zostata pézniej potwierdzona
in vivo na myszach [36]. Przeciwdziatal zapaleniu prze-
tyku, jednemu z wazniejszych dziatari niepozadanych
radioterapii raka ptuca. Wykazano, ze u myszy otrzymu-
jacych JP4-039 w postaci liposomalnej przed naswietla-
niem klatki piersiowej (29 Gy jednokrotnie lub 11,5 Gy
czterokrotnie) nie dochodzito do zapalenia przetyku
i przezywaly dtuzej od osobnikéw kontrolnych. Nitrok-
syd chronit nie tylko komérki przetyku, ale lokowat sie
réwniez w krwi, szpiku kostnym i watrobie, chronigc je
przed szkodliwym dziataniem radioterapii. JP4-039 wni-
kat tez do komdrek nowotworu ptuca, nie wykazujac
wzgledem nich protekgji [36].

U okoto 10% pacjentéw poddawanych radioterapii
obserwuje sie powazne dziatania niepozadane, ktérych
nasilenie charakteryzuje sie duzg zmienno$cia w popu-
lacji. Jednym z cenniejszych modeli badari nad toksycz-
noscig promieniowania jonizujacego sg linie komérkowe
wywodzace sie z osobnikéw chorujgcych na anemie Fan-
coniego. Choroba charakteryzuje sie m.in. duzg podat-
noécia na rozwédj nowotworéw oraz duzg wrazliwo$cia
na promieniowanie y (spowodowang upo$ledzeniem
mechanizméw naprawy DNA), co ogranicza stosowa-

1106



Lewandowski M., Gwozdziriski K. — WHasciwosci fotoochronne i radioochronne...

nie radioterapii u pacjentéw. Badania in vivo [1,23] i in
vitro [2,23] dowiodly, iz zastosowanie nitroksydu JP4-039
przyczynilo sie do ochrony zdrowych komérek przed
toksycznymi dziataniami promieniowania y. Zwia-
zek zapobiegal owrzodzeniom bton $luzowych, chronit
przed uszkodzeniem komérek zrebowych szpiku kost-
nego i tkanek jamy ustnej. Aktywno$¢ radioochronna
JP4-039 wyjasdniono zdolnoscia do zmiatania RFT obec-
nych w mitochondriach. Zapobiegat utlenianiu kardio-
lipiny, dzieki czemu cytochrom c¢ nie byt uwalniany do
cytosolu i nie dochodzito do inicjacji apoptozy. Badania
ekspresji gendéw kodujacych biatka prozapalne i aktywo-
wane w odpowiedzi na stres oksydacyjny oraz uszkodze-
nie DNA, potwierdzity protekcyjna aktywno$¢ JP4-039.
Kompleks nitroksydu z hemigramicydyng S moze wiec
znalez¢ zastosowanie jako $rodek radioochronny
w radioterapii choréb nowotworowych, szczegdlnie
wérdd pacjentdw cierpigcych dodatkowo na anemie Fan-
coniego [1,2,23].

ZASTOSOWANIE NITROKSYDOW W OBRAZOWANIU METODA REZONANSU
MAGNETYCZNEGO (MR)

Praktycznym zastosowaniem nitroksyddw jest uzy-
cie ich jako $rodkéw kontrastowych w obrazowa-
niu metoda rezonansu magnetycznego (MR), a $cislej
w obrazowaniu nowotworéw opartym o zmiany réwno-
wagi redoks [13,16,59]. Ulega ona zachwianiu szczegdl-
nie w komérkach nowotworowych, charakteryzujacych
sie intensyfikacja proceséw glikolizy i szlaku pentozo-
fosforanowego (efekt Warburga), czego rezultatem jest
zwiekszone wytwarzanie zwiazkéw redukujgcych, takich
jak: NADPH, NADH, FADH, [53,54,55]. Dla tych komérek
typowa jest réwniez nasilona synteza RFT [48], ktérych
ilo$¢ regulowana jest przez wspomniane reduktory.
W komdérce nowotworowej utrzymuja RFT i inne utle-
niacze na wlasciwym poziomie, na tyle niskim, aby nie
indukowaty apoptozy i jednoczes$nie na tyle wysokim,
aby zapewnialy niestabilno$¢ genomu [59,62]. Sygnali-
zacja redoks odgrywa gtéwna role w rozwoju nowotwo-

réw. Komorki i tkanki prawidtowe charakteryzuja sie
niskim stezeniem RFT utrzymywanym na stalym pozio-
mie. Wzrost ich stezenia powyzej pewnego poziomu kry-
tycznego, prowadzi do niestabilno$ci genomu.

Zwiagzki redukujace i RFT moga braé udziat w konwer-
sji nitroksydu (paramagnetyka, majacego wlasciwosci
kontrastowe) do hydroksyloaminy i jonu oksoamonio-
wego (czgsteczek o charakterze diamagnetycznym, nie-
majgcych wlasciwo$ci kontrastowych). Te, reagujac
m.in. z anionorodnikiem ponadtlenkowym prowadza do
odtworzenia nitroksydu. Przemiany umozliwiaja uzy-
skanie doktadnych obrazéw odzwierciedlajacych stan
redoks badanych tkanek i wykrycie nowotworu.

Zaburzenia réwnowagi redoks w komérkach nowotworo-
wych moga by¢ tez spowodowane nieprawidtowo$ciami
w dziataniu mitochondriéw i komplekséw oksydazy
NADPH, prowadzgcymi do nadmiernego wytwarzania
RFT [26]. Zwigzane sg z indukcja stanu hipoksji oraz
synteza tlenku azotu i jego reaktywnych pochodnych.
Zwiazki zaangazowane sa w komdrkowe szlaki sygna-
towe powodujace adaptacje nowotworu do stresu oksy-
dacyjnego, indukcje niekontrolowanych podziatéw
i immortalizacje. Nasilonemu wytwarzaniu reaktywnych
form tlenu i azotu towarzyszy znaczne zapotrzebowanie
na zwigzki redukujace i przeciwutleniacze, ktére czesto
sa ,,wysysane” z sgsiadujacych, zdrowych tkanek naraza-
jac je na stres oksydacyjny [59].

W MR mogg by¢ wykorzystywane pochodne nitroksy-
déw pirolidynowych (np. karboksyproksyl) i pipery-
dynowych (np. pochodne Tempolu), zaleznie od celu
ich uzycia. Pochodne pirolidynowe wydaja sie skutecz-
niejsze w obrazowaniu opartym o réwnowage redoks
krwi i $rodowiska komdrek, gdyz charakteryzujg sie
dobra rozpuszczalno$cig w wodzie i dtuzszym czasem
»zycia”, tj. mniejsza podatnoscig na redukcje w krwio-
biegu oraz wydtuzonym czasem redukcji w komdrkach
[29]. Natomiast pochodne piperydynowe bedace bardziej
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Ryc. 4. Nitroksydy stosowane jako srodki kontrastowe w obrazowaniu metoda MRI. (15) karboksyproksyl, (16) SLENU, (17) Teepon
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wrazliwymi na zmiany stezeti utleniaczy i reduktordw,
wydajg sie bardziej skuteczne w badaniach aktywno$ci
stanu redoks tkanek i narzadéw [12,34]. Waznym zagad-
nieniem jest wykorzystanie nitroksydéw w rezonan-
sie magnetycznym mézgu, gdyz w przeciwiefistwie do
powszechnie stosowanych w MR zwiazkéw gadolinu,
nitroksydy piperydynowe majg zdolnos$¢ przenikania
bariery krew-mdzg [59].

Pochodne nitroksydéw pirolidynowych (karboksyprok-
syl (15) i karbamoiloproksyl (9)) oraz piperydynowych
[SLENU (16), pochodna nitrozomocznika znakowana
TEMPO (2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-1-oksylem)]
moga znalezé zastosowanie w diagnostyce raka mézgu
i jelita grubego za pomoca MR. Metoda bezposred-
niego obrazowania aktywnosci redoks tkanek pozwala
odréznié stan prawidtowy od nowotworowego. Prze-
prowadzono takie badania na myszach zdrowych oraz
z nowotworem jelita grubego i mézgu [59]. Aktywnosé
redoks tkanek in vivo okre$lono za pomocg nitroksydu
metoda obrazowania w rezonansie magnetycznym (MR)
uspionych zwierzat. Metoda jest oparta na cyklu redoks
nitroksydu zwiazanym z pojawianiem sie lub zani-
kiem sygnatu MR. Markerem diagnostycznym byt okres
péttrwania nitroksydu w komérkach prawidtowych
i nowotworowych tkanek. Przeprowadzone badania
dostarczyly bezposrednich dowodéw, ze tkanki prawi-
dtowe i nowotworowe ssakéw charakteryzuja sie réz-
nym stanem redoks, co byto podstawa do diagnozowania
nowotworu. W tkankach prawidtowych charakteryzu-
jacych sie wysokim potencjatem przeciwutleniajgcym
nitroksyd jest szybko redukowany do hydroksyloaminy.
Natomiast w przypadku tkanek nowotworowych pro-
ces jest znaczaco spowolniony. W zwiazku z tym, tkanki
nowotworowe charakteryzowaty sie dtugim czasem pét-
trwania sygnatu MR (T, ,,> 14 min), co wskazuje na duza
aktywno$¢ utleniajaca, podczas gdy tkanki prawidlowe
krétkim sygnatem MR (T, j, =13 min), co wskazuje na
matg aktywno$¢ utleniajacg. Wyniki moga takze sugero-
waé, ze tkanki prawidtowe organizmu, je$li sa podatne
na uszkodzenia oksydacyjne moga doprowadzi¢ do
nowotworzenia [59].

W wyniku zastosowania SLENU, jako $rodka kontra-
stowego w rezonansie magnetycznym (podanego 100 s
po rozpoczeciu skanowania) otrzymano rézne krzywe
intensywnosci sygnatu MR. W mézgach myszy zdro-
wych nitroksyd stopniowo wnikat do badanego narzadu,
powodujac wzrost intensywno$ci sygnatu MR, lecz jego
nagty spadek w stosunkowo krétkim czasie byt spowo-
dowany szybka redukcja nitroksydu do niekontrastowej
hydroksyloaminy, co wskazywato na duza aktywno$¢é
redukcyjng zdrowych tkanek. W mézgu osobnikéw
z nowotworem nie obserwowano spadku intensywnosci
sygnatu MR, co dowodzi duzej aktywno$ci utleniajacej
komérek nowotworowych. W badaniu mézgu skuteczny
okazal sie opisywany wczes$niej nitroksyd hydrofo-
bowy SLENU, dobrze przenikajacy do tkanek. Natomiast
pirolidynowe nitroksydy hydrofilowe: karboksyprok-
syl i karbamoiloproksyl zawiodty ze wzgledu na brak

przenikania do komdérek, nie wykazano zadnej réznicy
sygnatu MR miedzy mdzgami kontrolnymi i mézgami
z neuroblastomg. Dowodzi to, ze do skutecznego obrazo-
wania stanu redoks tkanek, a szczegdlnie tkanki mézgu,
konieczne jest wykorzystanie nitroksydéw o charakterze
hydrofobowym [60]. Potwierdzenie tego, mozna znalezé
w starszej pracy tego zespotu, w ktdrej nitroksydy pipe-
rydynowe SLENU i Tempol okazaly sie znacznie skutecz-
niejsze w obrazowaniu MR niz pochodne pirolidynowe
[61]. Potencjalne zastosowanie w rezonansie magnetycz-
nym moze mieé¢ réwniez opisany wyzej nitroksyd (12).
Jak wykazano, jest odpowiednio wrazliwy na zmiany
stanu redoks w mézgu, osigga w nim duze stezenia oraz
przekracza bariere krew-mdzg na tyle tatwo, ze mégtby
by¢ wykorzystywany w technice MR [13].

W innych badaniach przeprowadzonych na modelu
mysim choroby Parkinsona udowodniono, iz nitroksydy
piperydynowe tatwo wnikajg do komdrek i charaktery-
zuja sie wladciwo$ciami kontrastowymi, odzwierciedla-
jacymi zaburzong réwnowage redoks w zmienionych
chorobowo obszarach mézgu [60]. Nitroksydy moga zna-
lez¢ réwniez zastosowanie w obrazowaniu zmian zacho-
dzacych w nerkach w wyniku hipercholesterolemii [49].
Pewnym ograniczeniem zastosowania nitroksydéw jako
$rodkéw kontrastowych metodg obrazowania MR jest
ich redukcja in vivo np. przez kwas askorbinowy. Roz-
wigzaniem problemu jest uzycie odpowiedniej pochod-
nej heterocyklicznej z okre$lonym podstawnikiem.
Okazato sie, ze zamiana grup metylowych na etylowe
w pierécieniu piperydynowym nitroksydu, co wykazano
na przyktadzie Teeponu (17), spowodowata wyjatkowa
jego odporno$¢ na redukcje przez kwas askorbinowy
i inne zwigzki redukujace wystepujace w komérkach
[16]. Zwiazek skutecznie przenikal przez blony komér-
kowe oraz bariere krew-mézg. Zaleznie od zastosowa-
nego stezenia emulsji ttuszczu (INTRAFAT), w ktérej
zawieszany byt Teepon, uzyskano rézng dystrybucje
nitroksydu w ciele myszy. Zastosowanie 5% roztworu
Teeponu powodowato jego kumulacje gléwnie w narza-
dach hydrofobowych, takich jak mézg. Natomiast uzycie
20% roztworu niwelowato te swoisto$é, bowiem dystry-
bucje nitroksydu obserwowano w wielu innych tkankach
np. mie$niach. Wazna cechg Teeponu jest réwniez duza
stabilnos¢, np. okres pdttrwania w mézgach zdrowych
myszy wynosit okoto 90 min. Dla poréwnania, okres
péttrwania wspomnianego wyzej SLENU wynosit zaled-
wie okoto 80 s. Teepon jest zwigzkiem o potencjalnym
zastosowaniu w badaniu metodg MR narzadéw o duzej
zawarto$ci przeciwutleniaczy, w ktérych inne nitrok-
sydy narazone sg na szybka redukcje (np. w mézgu) [16].

PopsumowaNie

Nitroksydy wydaja sie bardzo obiecujagcymi zwigzkami
chemicznymi, do wykorzystania w przemy$le kosme-
tycznym. Chronia przed utlenianiem biatek i lipidéw
indukowanym przez promieniowanie UVA. Protekcyjna
aktywno$¢ nitroksydéw obejmuje réwniez fibroblasty,
w ktérych zwiazki te neutralizujg RFT i nie dopuszczaja
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do ich powstawania oraz wptywaja na aktywno$é MMP-
1. Uzyskane wyniki dowodzg, ze niektdre nitroksydy
maja lepsze wlasciwosci fotoochronne wobec skéry, niz
powszechnie stosowane w produktach kosmetycznych
przeciwutleniacze (witaminy C i E) i inne zwigzki absor-
bujace promieniowanie UVA (np. PARSOL 1789). Réznica
w skutecznosci witamin i nitroksydéw moze wynikaé
z réznych mechanizméw ich dziatania.

Innym przyktadem zastosowania tych zwiazkéw jest ich
rola radioochronna. Jak wykazano, nitroksydy skutecz-
nie chronig zdrowe, niecelowane tkanki przed szkodli-
wym dziataniem promieniowania jonizujacego. Pozwala
to na zastosowanie wiekszych dawek promieniowania.
Jednoczeénie, nitroksydy wykazujg toksycznos$é w sto-
sunku do komérek nowotworowych, zwiekszajac sku-
tecznos$¢ radioterapii. Eliminujac produkty radiolizy

PismiennicTwo

wody oraz utleniajac jony Fe(II) nie dopuszczaja do
indukgcji apoptozy w zdrowych komérkach, jednoczesnie
nasilajac ja, w komdrkach nowotworowych.

Nitroksydy moga znalez¢ zastosowanie jako $rodki kon-

trastowe w MR, dzieki subtelnej réwnowadze redoks
i jej zmianom, prowadzacym do utleniania i redukcji
nitroksydu (kontrastowego), odpowiednio do jonu okso-
amoniowego i hydroksyloaminy (niekontrastowych).
Nitroksydy okazywatly sie tez skutecznymi $rodkami
kontrastowymi w badaniach mézgu i innych narzadéw
technikg MR.
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