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NITROKSYL (HNO/NO-) — ENIGMATYCZNA CZASTECZKA O UNIKATOWYCH
WEASCIWOSCIACH I POTENCJALE FARMAKOLOGICZNYM

WPROWADZENIE

Wykazanie endogennego powstawania
tlenku azotu (NO) w organizmach ssakow,
w poznych latach 80. XX w. stalo sie podsta-
wa ogromnego zainteresowania roéznymi jego
formami. Przetlomowe odkrycie roli tlenku
azotu jako czasteczki sygnatowej, rozluznia-
jacej Sciany naczyn krwiono$nych, jest wy-
nikiem prac trojki naukowcow: Roberta F.
Furchgotta, Ferida Murada i Luisa J. Ignarro
(ZETTERSTROM 2009). W 1977 r. Murad, ba-
dajac mechanizm dzialania wazodylatacyjne-
go nitrogliceryny zasugerowal, ze dzialanie
zwickszajace przeptyw krwi w naczyniach
krwionos$nych jest wynikiem uwalniania si¢
z jej czasteczki tlenku azotu. Trzy lata poz-
niej Furchgott stwierdzit, ze acetylocholina,
wplywajac na komorki Srodbtonka naczynio-
wego, wywiera swoje dzialanie rozkurczowe
na mi¢sSnie gladkie naczyn za pomoca blizej
niezidentyfikowanej czasteczki o charakterze
przekaznika komorkowego, nazwanej przez
niego czynnikiem rozkurczowym pochodze-
nia Srodbtonkowego EDRF (ang. endothe-
lial derived relaxing factor). Z kolei Ignarro
w 1987 r., prowadzac badania niezaleznie i
wspolnie z Furchgottem, doszedtl do wnio-
sku, ze dzialanie EDRF jest tozsame z dzia-
laniem tlenkiem azotu (ZETTERSTROM 2009).
Nastepstwem tych odkry¢ byta lawina badan
nad witasciwosSciami NO' oraz znaczeniem tej
czasteczki dla fizjologii komorek zwierzecych
(w tym czlowieka) i roSlinnych. W 1992 r.
tlenek azotu zostal uznany przez czasopi-

smo Science molekuta roku, a trzej uczeni
za wkltad w rozwoj badan nad ta obiecujaca
czasteczka zostali w 1998 r. uhonorowani
Nagroda Nobla w dziedzinie fizjologii lub
medycyny.

Obecnie wiadomo, ze znaczenie tlenku
azotu dla organizmu jest wielorakie. W ukla-
dzie krazenia reguluje on przede wszystkim
napiecie naczyn krwionos$nych, i co za tym
idzie, ciSnienie t¢tnicze krwi, hamuje takze
agregacje ptytek i leukocytow oraz adhezje
neutrofili do powierzchni komorek S$rod-
btonka (SOKOLOWSKA i WrODEK 2001). Pre-
kursory tlenku azotu, takie jak nitrogliceryna
oraz inne organiczne azotany znalazlty bezpo-
Srednie zastosowanie kliniczne w leczeniu
m.in. dlawicy piersiowej, nadciSnienia ptuc-
nego, niewydolnoSci serca, fibrynolizy oraz
w angioplastyce wiencowej (SOKOLOWSKA i
WrODEK 2001). Tlenek ten odgrywa rowniez
duza role w odpowiedzi immunologicznej i
zapalnej, a takze posiada swoj udzial w funk-
cjonowaniu ukladu nerwowego i pokarmo-
wego (KRZYZANOWSKI i wspotaut. 1999).

Z uwagi na znaczenie tlenku azotu w
funkcjonowaniu wielu procesow fizjologicz-
nych oraz pozytywnego dzialania w licz-
nych stanach patologicznych zaproponowa-
no potencjalne znaczenie biologiczne takze
innych czasteczek wywodzacych sie lub w
jakiS sposob zwiazanych z tlenkiem azotu.
SzczegOlna uwage przypisano tlenkom azotu
na wyzszych stopniach utlenienia. Wykazano
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na przyklad, ze tlenek azotu (IV), NO,, jako
zwiazek relatywnie stabilny, stanowi we-
wnatrznaczyniowy rezerwuar tlenku azotu
w ukladzie krazenia, uwalniajac NO w wa-
runkach niedotlenienia. Dla kontrastu, zredu-
kowane formy NO, w tym nitroksyl (HNO/
NO), protonowana i zredukowana czastecz-
ka pokrewna tlenkowi azotu, nie wzbudza-
ty do niedawna wiekszej uwagi. W ostatnim
jednak czasie zainteresowanie nitroksylem
wzrasta, co wynika w szczegolnoSci z od-
kry¢ na temat jego unikatowych wlasciwosci
chemicznych oraz istotnych aktywnosci bio-
logicznych i potencjalu farmakologicznego.
Okazuje si¢, ze nitroksyl oddzialuje na liczne

funkcje ukladu sercowo-naczyniowego, wy-
kazujac przy tym korzystne dzialanie w wie-
Iu stanach patologicznych, takich jak m.in.
niewydolnos$¢ serca, udar, dusznica bolesna,
nadciSnienie tetnicze czy zawal mieS$nia ser-
cowego (IRVINE i wspotaut. 2008). Do pozy-
tywnych skutkow dziatania HNO/NO™ nalezy
takze dodac¢ jego wplyw na uklad nerwowy
(Paoroccr i wspotaut. 2007) oraz potencjat
w terapii antynowotworowej, wynikajacy z
hamowania angiogenezy, proliferacji zmie-
nionych rakowo komorek oraz indukowa-
nia w tych komorkach apoptozy (NORRIS i
wspotaut. 2008).

ENDOGENNA PRODUKCJA I DETEKCJA NITROKSYLU

Opierajac sie na kompleksowosci dziala-
nia nitroksylu oraz omowionych ponizej wy-
jatkowych wlaSciwosciach sygnatowych tej
czastki mozna by przypuszczac, iz podobnie
jak tlenek azotu, jest on czeScia endogenne-
go szlaku przekazywania sygnalOw oraz ze
moze potencjalnie funkcjonowac jako alter-
natywna dla NO' czastka sygnatowa (FUKUTO
i wspotaut. 2005a). Niemniej jednak nalezy
zaznaczy¢, iz, jak dotad, nie ma jednoznacz-
nych dowodow potwierdzajacych endogen-
na produkcje HNO/NO w organizmach ssa-
kow (Fukurto i wspoélaut. 2005a). Wynika
to czeSciowo z braku bezposredniej, specy-
ficznej i wystarczajaco czulej metody detek-
¢ji nitroksylu, ktéra mozna by zastosowaé w
uktadach biologicznych. Intensywne badania
nad opracowaniem takiej metody przynosza
juz jednak pierwsze pozytywne rezultaty. W
ostatnim czasie opisano technike umozliwia-
jaca wykrywanie obecnosci HNO/NO"w ho-
dowanych in vitro komorkach, przy pomocy
barwnika fluorescencyjnego BOT1 skomplek-

sowanego z jonami Cu?" (ROSENTHAL i Lip-
PARD 2010). W mikroskopie fluorescencyj-
nym obserwuje si¢ czerwona fluorescencje
komorek, w ktorych doszto do powstania
produktu reakcji miedzy nitroksylem a kom-
pleksem Cu*'(BOT1).

Badania in vitro implikuja mozliwosS¢ i
wskazuja na wysokie prawdopodobienstwo
spontanicznego powstawania HNO/NO w
organizmie ssakow (FUKUTO 1 wspotlaut.
2005a). Zaproponowano i scharakteryzowa-
no kilka teoretycznych proceséw/mechani-
zmow, na drodze ktorych nitroksyl mogiby
by¢ generowany in vivo. Do procesow ta-
kich zalicza si¢ m.in. reakcje S-nitrozotioli z
innymi czasteczkami tiolowymi, katalityczna
aktywnoS¢ syntazy tlenku azotu — NOS (ang.
nitric oxide synthase), utlenianie hydroksyla-
miny (NH,OH) (FLORES-SANTANA i wspotaut.
2009), reakcje redukcji tlenku azotu, bedaca
wynikiem oddzialywania na ten tlenek ele-
mentow lancucha transportu elektronéow w
mitochondriach (FUKUTO i wspotaut. 2005b).

WEASCIWOSCI CHEMICZNE NITROKSYLU (HNO/NO")

Mimo iz nitroksyl jest prosta, trzyatomo-
wa czasteczka, jego wlasciwoSci chemiczne
sa zaskakujaco ztozone i wielowymiarowe.
HNO oraz NO° sa podstawowymi forma-
mi molekut zawierajacych atom azotu na
pierwszym stopniu utlenienia (+1). Zrozu-
mienie rownowagi miedzy tymi dwiema
czasteczkami w Srodowisku jest fundamen-
talne w odniesieniu do zapotrzebowania
komorek czy ukladow biologicznych na
zwiazki zawierajace azot (+1) (SHAFIROVICH

i LymAR 2002). Stata r6wnowagi reakcji dy-
socjacji protonu (pKa = 11,4) wskazuje, iz
nitroksyl jest bardzo stabym kwasem i w
pH fizjologicznym pojawia si¢ prawie wy-
lacznie w postaci sprotonowanej — HNO
(SHAFIROVICH i LYMAR 2002). Zasadnicza
roznica miedzy forma HNO i NO- s3 sta-
ny spinowe obu czasteczek; podstawowym
stanem HNO jest stan singletowy (‘HNO),
w ktorym wszystkie elektrony sa sparowa-
ne, natomiast anion NO- posiada taka sama
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Tabela 1. Stale szybkoSci reakcji nitroksylu z ré6znymi czastka-

mi docelowymi (MIRANDA i wspoétaut. 2003).

zenia oraz statych szybkoSci re-

akcji z nitroksylem (Tabela 1).
Cecha  charakterystyczna

nitroksylu jest jego ekstre-

Stata szybkoSci reakcji

malna tiofilowos¢ (FUKUTO i

Czasteczka docelowa wspotaut. 2005b). Moze on
kR [m! s b 4

ardzo szybko reagowal z

Oksymioglobina (oxyMb/MbO,) 1 x 107 W(,)lnyml, tl(,)laml .bgdz blaﬂ,(a'

mi zawierajacymi grupy tio-

Glutation (GSH) 2 x10° lowe, prowadzac do zmiany

Peroksydaza chrzanowa (HRP) 2 x 10¢ funkcji tych biatek badZz wpty-

Metmioglobina (metMb) 8 x 10° wajac na czas tr‘fvania re_akcji

zachodzacych z ich udzialem

N-acetylocysteina (NAC) 5 x 10° (FUKUTO i wspolaut. 2009).

Dysmutaza ponadtlenkowa Reakcja z tiolami jest ponadto

N s 1n6 na tyle charakterystyczna dla

— miedziowo-cynkowa (CuZnSOD) 10°-10 HN O};N 0. ze pozngia odréi-

— manganowa (MnSOD) 7 x10° ni¢ nitroksyl od tlenku azotu

Katalaza 3 x 105 (HNO jest o wiele bardziej re-

p aktywny w stosunku do tioli

Tempol 810 niiyvlzIOy). Tiofilowos¢ nitrok-

Ferrycytochrom ¢ 4> 101 sylu jest waznym aspektem

Tlen (O,) 3 x 103 badain nad natura tego zwiaz-

konfiguracje elektronowa jak tlen (O,), dla-
tego jego podstawowym stanem jest stan
tripletowy (dwa niesparowane elektrony na
odrebnych powlokach) (?NO). Fakt, iz pod-
stawowe stany HNO i NO- sa rozne ozna-
cza, ze transfer protonu (reakcja deproto-
nacji HNO badZ protonacji NO) wymaga
zmiany stanu spinowego, co w duzym stop-
niu ograniczone jest prawami mechaniki
kwantowej. Dlatego tez proces tego typu
zachodzi bardzo powoli, jezeli w ogole ma
miejsce (PAOLOCCI i wspotaut. 2007).

Poza reakcja deprotonacji/protonacji o
unikalnym i nietypowym charakterze, jedna
z dominujacych reakcji jakim ulega nitrok-
syl jest dimeryzacja, w konsekwencji kto-
rej powstaje niestabilny kwas podazotawy
(H,N,O,), ulegajacy szybkiej dekompozycji
do podtlenku azotu (N,0) oraz wody: HNO
+ HNO — [HONNOH] — N,O0 + H,O (FUKU-
TO i wspotaut. 2005b). Reakcja ta zachodzi
ze wzglednie duza stala szybkoSci w przybli-
zeniu wynoszaca 8 x 10° s! m™!, a jej istnie-
nie znaczaco utrudnia prace badawcze nad
nitroksylem (SHAFIROVICH i LYMAR 2002).

Kinetyka reakcji HNO/NO" z potencjalny-
mi czasteczkami docelowymi jest istotnym
aspektem specyficznoSci przekazywania sy-
gnatldbw w komorce. Biorac pod uwage wy-
soka reaktywnoS¢ nitroksylu w stosunku do
wielu czastek biologicznych, aktywnoS¢ w
srodowisku komoérkowym zalezy od ich ste-

ku, przede wszystkim z uwagi
na obecnos¢ grup tiolowych
w wielu istotnych biatkach i
enzymach, uczestniczacych badZz odpowie-
dzialnych za przebieg licznych procesow
fizjologicznych w komorce. Wsrod biatek
oraz struktur komoérkowych, na ktorych
funkcje poprzez powinowactwo do tio-
li HNO/NO" oddzialuje, znajduja sie m.in.
dehydrogenaza aldehydu 3-fosfogliceryno-
wego (ang. glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase, GAPDH) (LOPEZ i wspoOt-
aut. 2007), katepsyna B, zaangazowana w
degradacje lizosomalna uszkodzonych badz
niepotrzebnych komorce biatek oraz pre-
zentacje antygenow (VAANANEN i wspol-
aut. 2008), polimeraza poli(ADP-rybozy)
— PARP, kluczowy enzym jadrowy wielu
procesow fizjologicznych, takich jak re-
gulacja funkcji licznych czynnikOéw trans-
krypcyjnych i utrzymywanie stabilnoSci
genomu, w tym inicjowanie naprawy DNA
(BAr i wspotaut. 2001), kaspazy (biatka
apoptotyczne) oraz acetylotransferazy kwa-
sow tlhuszczowych, a takze kanaly wapnio-
we zawierajace w swojej strukturze tiole
(SWITZER i wspotaut. 2009). Nitroksyl wyka-
zuje rowniez duza reaktywnoS¢ w stosun-
ku do metali, takich jak Fe(III), Cu(l) czy
Mn(II) (FLORES-SANTANA i wspotaut. 2009),
oddziatuje z bialkami zawierajacymi grupy
hemowe, przy czym bardziej preferencyj-
nie reaguje z zelazem na trzecim stopniu
utlenienia (Fe®") niz zelazem dwuwarto-
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sciowym (Fe?"), tworzac relatywnie stabil-
ne kompleksy (przykladem jest redukcja
methemoglobiny: HNO + HbFe™ — HbFe™
-NO + H*). Nitroksyl reaguje rowniez z cy-
toplazmatyczna dysmutaza ponadtlenkowa
(zawierajaca miedz i cynk - CuZnSOD), w
wyniku czego nastepuje szybka konwersja
nitroksylu do tlenku azotu NO;, natomiast
w reakcji z mitochondrialna manganowa
dysmutaza ponadtlenkowa (MnSOD) NO
uwalniany jest po dluzszym czasie, gdyz
poczatkowo powstaje kompleks manganu z
tlenkiem azotu (MnNO) (FLORES-SANTANA i
wspotaut. 2009). Reakcja nitrozylacji reduk-
cyjnej metali/metaloprotein na wyzszym
stopniu utlenienia (takich jak Fe(III) lub
Cu(Il)) jest, obok oddzialywania z tiolami,
jedna z podstawowych reakcji, jakim ulega
nitroksyl.

Nitroksyl oddziatuje takze z tlenem,
jednakze wyznaczenie statej szybkoSci re-
akcji nitroksylu z O, dowiodlo (Tabela 1),
ze interakcja ta jest stosunkowo powolna i
ma prawdopodobnie niewielkie znaczenie

biologiczne in wvivo. Niemniej jednak pro-
duktem tej reakcji jest czasteczka o silnych
wlasciwosciach utleniajacych i hydroksy-
lujacych, cho¢ nie uczestniczaca najpraw-
dopodobniej w reakcjach rodnikowych.
Produkt reakcji HNO/O, nie zostal dotych-
czas zidentyfikowany, wiadomo jednak, ze
nie jest nim nadtlenoazotyn — ONOO" (po-
wstajacy w roztworach alkalicznych na sku-
tek reakcji NO z O,) (FUKUTO i wspolaut.
2005b); jest on jednak silnie cytotoksyczny,
a jego istnienie i wlasciwoSci rozwaza sie
Z uwagi m.in. na to, ze po narazeniu ko-
morek w warunkach in vitro na dzialanie
nitroksylu zastosowanego w wyzszych ste-
zeniach obserwuje si¢ indukcje peknie¢ w
lancuchu DNA, a takze wchodzenie komo-
rek na droge apoptozy i nekrozy (MIRAN-
DA 2004). Nitroksyl wykazuje wiec wtasci-
wosci oksydacyjne, wlaczajac w to utlenia-
nie zasad azotowych w DNA oraz przede
wszystkim — oksydacje tioli (PAOLOCCI i
wspotaut. 2007).

DONORY NITROKSYLU

Wiasciwosci  fizyko-chemiczne nitrok-
sylu uniemozliwiaja przechowywanie tego
zwiazku oraz bezposSrednie wykorzystanie
go do badan w uktadach biologicznych.
Ponadto wspomniana wczeSniej szybka di-
meryzacja do kwasu podazotawego H,N,O,,
ktory ulega spontanicznemu rozkladowi do
podtlenku azotu (N,0) oraz wody (H,0),
wymusza konieczno$¢ stosowania zwiaz-
koéw donorowych jako poSredniego zrddla
nitroksylu. Najbardziej powszechnym i jed-
noczes$nie najlepiej poznanym egzogennym
Zzrodlem nitroksylu jest azotan (II) sodu
(trioksodiazotan sodu, NazNZOS), znany jako
sO0l Angeli"ego (ang. Angeli's salt, AS) (Fu-
KUTO i wspotaut. 2008). Wickszos¢ dostep-
nych danych na temat dzialania nitroksylu
pochodzi z badan z uzyciem tego zwiazku,
ktory spontanicznie generuje HNO w pH
4-8 (FUKUTO i wspoétaut. 2008, SWITZER i
wspotaut. 2009).

W Tabeli 2 przedstawiono najczesSciej
stosowane w badaniach nad wlaSciwoSscia-
mi nitroksylu czasteczki bedace jego dono-
rami. Rozwo6j badan nad klinicznym zasto-
sowaniem nitroksylu wymaga niewatpliwie
skonstruowania nowych zwiazkoéw prekur-
sorowych, opartych na komponentach or-

ganicznych i rozpuszczalnych w wodzie.
Prace nad nowymi czasteczkami generu-
jacymi HNO/NO" prowadzone sa m. in. w
laboratorium prof. Kinga (West Forest Uni-
versity, USA) i dotycza donoréw z grupy
zwiazkow a-acyloksy-C-nitrozowych (SHA i
wspotaut. 20006). Szczegdlna uwaga zwra-
cana jest na tempo uwalniania HNO/NO" w
zaleznoSci od pH Srodowiska i na struktu-
re grupy acylowej zwiazku acyloksynitrozo-
wego, od tych wtaSciwoSci bowiem zalezy
mozliwos¢ farmakologicznego zastosowania
tych czasteczek. W 2009 r. firma Cardioxyl
Pharmaceuticals Inc. przedstawila intere-
sujace wyniki badan czasteczki oznaczonej
jako CXL-1020 (zwiazek o nieujawnionej
jeszcze strukturze chemicznej) przebada-
nej na psach z chroniczna niewydolnoScia
serca. Podawanie dozylne zwierzetom CXL-
1020 spowodowato poprawienie funkcji le-
wej komory serca bez wywolywania jakich-
kolwiek efektow chronotropowych (przy-
spieszania lub zwalniania rytmu serca),
powstania de novo zaburzei rytmu serca,
a takze bez zwi¢kszania zuzycia tlenu przez
miesien sercowy (WANG i wspotaut. 2009).
W obecnej chwili czasteczka ta jest na eta-
pie badan klinicznych.
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POTENCJAL FARMAKOLOGICZNY NITROKSYLU

NITROKSYL A ALKOHOLIZM

Potencjal terapeutyczny nitroksylu jest
juz od wielu lat wykorzystywany, gdyz je-
den z jego donorow, cyjanamid, stosowany
jest jako lek w terapii awersyjnej u 0sob z
przewlekla choroba alkoholowa (DEMASTER
i wspotaut. 1998). Terapeutyczne dzialanie
tego czynnika zatwierdzono m.in. w Europie,
Japonii oraz Kanadzie. Dzialanie nitroksylu w
tym aspekcie opiera si¢ na zdolnosci do mo-
dulowania funkcji bialek tiolowych. Uwalnia-
ny z cyjanamidu nitroksyl powoduje modyfi-
kacje oksydacyjna centrum katalitycznego de-
hydrogenazy aldehydowej (ang. aldehyde de-
hydrogenase, ALDH), prowadzac tym samym
do zahamowania aktywnoS$ci enzymatycznej
ALDH i zaklocenia prawidlowego metabo-
lizmu alkoholu (FUKUTO i wspotaut. 2008).
Ten podstawowy enzym metabolizujacy alko-
hol katalizuje bowiem przeksztalcanie alde-
hydu octowego, powstajacego po utlenieniu
etanolu, do kwasu octowego. Hamowanie
aktywnosSci ALDH wywoluje acetaldehyde-
mi¢ powodujaca nieprzyjemna fizjologiczna
reakcje na alkohol i prowadzaca, na drodze
terapii awersyjnej, do stronienia od alkoholu
(MIRANDA i wspoétaut. 2005). Kliniczne sto-
sowanie cyjanamidu wiaze si¢ z wywolywa-
niem niewielkiej toksycznoSci dla organizmu
zwiazanej z towarzyszacym generowaniem
cyjanku (HCN) (Tabela 1), niemniej jednak
wystepuje ona tylko po podaniu dawek prze-
wyzszajacych stezenia wywotujace skutecz-
nos¢.

NITROKSYL A UKEAD SERCOWO-NACZYNIOWY

Choroby uktadu krazenia stanowia glow-
na przyczyne przedwczesnych zgonéow we
wszystkich rozwinietych krajach Swiata. Waz-
na grupe farmaceutykoéw stosowanych w ich
leczeniu stanowia azotany (nitraty). Dziala-
nie tych Srodko6w polega na uwalnianiu czy
tez poprawie biodostepnosSci endogennie
produkowanego tlenku azotu NO' (UFNAL i
ZERA 2010). Rola NO w obwodowej regu-
lacji uktadu krazenia wiaze si¢ glownie z
dzialaniem naczyniowo-rozkurczowym, ktore
prowadzi do relaksacji mi¢SnioOwki naczyn
krwionosnych. Ponadto tlenek azotu hamuje
aktywacje i agregacje plytek krwi oraz proli-
feracje komorek miesni gltadkich a takze re-
dukuje stopien oksydacji cholesterolu frakcji
LDL (UFNAL i ZERA 2010). W ostatnich latach
zwraca sie jednak uwage na negatywne dzia-

lanie zwiazkow bedacych bezposrednimi do-
norami tlenku azotu NO' lub zwickszajacymi
jego dostepnos¢ w ukladzie naczyniowym.
Do niekorzystnych efektow dzialania stoso-
wanych donorow NO' zaliczy¢ nalezy zwick-
szanie stresu oksydacyjnego w Scianie na-
czyn oraz rozwoj tolerancji na ich dzialanie
(UFNAL i ZERA 2010). Ponadto zwiazki te, gdy
stosowane sa wraz z B-adrenolitykami, powo-
duja pogorszenie kurczliwoSci mi¢sSnia serco-
wego (MIRANDA i wspotaut. 2005). Poszuki-
wane sq wiec nowe leki i w tym konteksScie
doniesienia na temat potencjalu terapeutycz-
nego nitroksylu w odniesieniu do chorob
ukladu sercowo-naczyniowego maja istotne
znaczenie. Podstawowy donor HNO, sol An-
geli"ego, jest pelnowartoSciowym czynni-
kiem zmniejszajacym ciSnienie krwi, wpltywa-
jacym na kurczliwoS¢ miesSnia sercowego, a
takze wykazujacym korzystne dzialanie przy
niedokrwieniu mieSnia serca. Szczegolny ob-
szar zainteresowan wyznacza odkrycie, iz do-
nor ten, w przeciwienstwie do innych czyn-
nikow, takich jak na przyklad nitrogliceryna,
nie rozwija tolerancji naczyniowej, zarowno
w zaburzeniach ostrych, jak i przewleklych
(IRVINE i wspotaut. 2008).

Jednym z najczeSciej sugerowanych me-
chanizmoéw, poprzez ktory HNO dziata roz-
kurczowo na naczynia krwi, jest, podobnie
jak w przypadku NO;, wzrost poziomu cy-
klicznego guanozynomonofosforanu (cGMP),
ktory aktywuje mechanizmy prowadzace do
rozszerzania naczyn, a bedacy wynikiem ak-
tywacji rozpuszczalnej cyklazy guanylanowe;j,
sGC (Fukuro i wspotaut. 2009). Ten hipo-
tetyczny mechanizm potwierdzono z wyko-
rzystaniem inhibitora cyklazy guanylanowej
(ODQ), ktory hamuje obnizanie ciSnienia
krwi w naczyniach zaré6wno po zastosowa-
niu tlenku azotu (NO), jak i nitroksylu. Aby
uwiarygodniC teze, iz nitroksyl jest w tym
wzgledzie sam w sobie czasteczka efektoro-
wa (nie dziala zaS poSrednio jako prekursor
NO) wykorzystano ,zmiatacz” tlenku azotu
— karboksylo-PTIO (3-tlenek 2-(4-karboksyfe-
nylo)-4,4,5,5-tetrametyloimidazolu-1-oksylu),
ktory, jak stwierdzono, nie zakloca naczynio-
wo-rozkurczowego dzialania nitroksylu, gene-
rowanego przez sOl Angeli’ego, blokuje jed-
nakze efekty dzialania NO' (FUKUTO i wspot-
aut. 2009).

Innym szlakiem prowadzacym do zmniej-
szania ciSnienia w naczyniach przez nitrok-
syl, opozycyjnym do opisanego powyzej, jest
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szlak przekazywania sygnalow niezalezny od
signalingu p-adrenergicznego i cGMP, za to
oparty na podwyzszaniu poziomu peptydu
zwiazanego z genem kalcytoniny (ang. calci-
tonin gene-related peptide, CGRP) (FUKUTO
i wspotaut. 2005a). CGRP to maly, niezalez-
ny od cGMP wasoaktywny neuropeptyd zlo-
kalizowany w neuronach peptydergicznych.
Aktywnos¢ tego peptydu jest skutkiem jego
zdolnosSci do aktywowania receptora podob-
nego do receptora kalcytoniny (ang. calcito-
nin-like receptor). Jest nim receptor sprzezo-
ny z cyklaza adenylanowa i dlatego prowa-
dzacy do podwyzszenia wewnatrzkomorko-
wego cyklicznego adenozynomonofosforanu,
cAMP (FUkUTO i wspotaut. 2005a).

Relaksacje naczyfn tetniczych i zylnych
wiaze si¢ takze z aktywacja przez nitroksyl
napieciowo-zaleznych kanaléw potasowych
(Kv), czego konsekwencja jest hiperpolaryza-
cja miocytow naczyn krwionosnych (PAOLOC-
CI i wspotaut. 2007). Takie dzialanie HNO
kwalifikuje go do grona Sréodblonkowych
czynnikow hiperpolaryzujacych (ang. endo-
thelial-derived hyperpolarizing factor, EDHF)
(FukuToO i wspotaut. 2009).

Wyniki badafn nad aktywnoScia biolo-
giczna nitroksylu wskazuja, iz oddziatuje on
rowniez na prace miesSnia sercowego. W do-
Swiadczeniach na zwierzetach obserwowano
jego dziatlanie inotropowe dodatnie polegaja-
ce na zwiekszaniu sily skurczu miesSnia serca
w warunkach, gdy sita samoczynnego kurcze-
nia si¢ miesnia jest z roznych przyczyn ob-
nizona, oraz dzialanie luzytropowe dodatnie,
umozliwiajace relaksacje, spoczynek mi¢snia
sercowego; obie te wlasciwosSci przyczynia-
ja sie korzystnie do zwickszenia pojemno-
Sci minutowej serca (SWITZER i wspoOlaut.
2009). To dzialanie nitroksylu, w potaczeniu
ze zdolnoScia rozszerzania naczyn krwiono-
Snych, jest szczegolnie interesujace z uwagi
na potencjal w leczeniu niewydolnoSci ser-
ca (IRVINE i wspotaut. 2008), tym bardziej,
ze tradycyjnie stosowane czynniki rozszerza-
jace naczynia (nitrogliceryna, donory tlenku
azotu) nie wplywaja na funkcje kurczliwosci
miesnia sercowego (TOCCHETTI i wspolaut.
2007). Ponadto inne czynniki inotropowe,
takie jak B-adrenolityki, podnoszace bardzo
wyraznie kurczliwos$¢ serca, gdy stosowane
sa dlugotrwale, wywoluja niekiedy niepoza-
dane efekty (IRVINE i wspotaut. 2008).

Obserwowano, ze w zwickszaniu kurcz-
liwosci mig¢s$nia sercowego znaczenie moga
mie¢ jony wapnia (Ca?") krazace w siatecz-
ce sarkoplazmatycznej (SS, gtoéwny maga-

zyn wewnatrzkomorkowych jonow Ca** w
mieSniach prazkowanych). Okazalo sie, ze
donory nitroksylu powoduja natychmiasto-
we uwalnianie Ca?** z siateczki, zarowno w
przypadku migsnia serca, jak rOwniez miesSni
szkieletowych (CHEONG i wspoétaut. 2005).
Takie dzialanie jest bezposSrednim wynikiem
aktywowania receptorow rianodynowych
serca (RyR2) oraz szkieletowych kanalow
uwalniajacych Ca* (RyR1).

W niezaburzonych stanach, zawartoSc¢ jo-
now wapnia w SS jest regulowana poprzez
wychwytywanie z cytoplazmy tych jonow
przez sarkoplazmatyczna, wapniowo-zalezna
ATPaze (ang. sarcoplasmic or endoplasmic
reticulum Ca** ATPase, SERCA) oraz, z drugiej
strony, przez uwalnianie Ca* z kanalow ria-
nodynowych (CHEONG i wspotaut. 2005). Co
istotne, w przypadku egzogennie podawane-
go donora HNO obserwowano takze stymu-
lacje sarkoplazmatycznej ATPazy SERCA, w
konsekwencji prowadzaca do zwiekszonego
wychwytywania jonéw wapnia z cytoplazmy
z powrotem do siateczki sarkoplazmatyczne;j
(Paoroccr i wspotaut. 2007). Modulowanie
aktywnoSci receptoréw RyR2 kanalow wap-
niowych oraz ATPazy SERCA przez nitroksyl
powoduje w rezultacie wzrost kurczliwo-
Sci kardiomiocytow (TOCCHETTI i wspolaut.
2007).

HNO wplywa na homeostaze jonéw wap-
nia najprawdopodobniej poprzez interakcje
z resztami tiolowymi, ktore sa istotnym ele-
mentem rozstrzygajacym o funkcji kanatow
rianodynowych (CHEONG i wspoétaut. 2005).
Znaczenie decydujacych grup tiolowych dla
aktywnoSci nitroksylu w tym aspekcie wy-
kazano za pomoca egzogennego reduktora
tioli, ditiotreitolu (DTT), ktéry po dodaniu
do badanych preparatow blokowal proces
uwalniania z SS jonéw wapniowych (FUKUTO
i wspotaut. 2009). Godnym uwagi jest to, ze
w ukladzie sercowo-naczyniowym, dwa bial-
ka zlokalizowane w tej samej organelli (SR)
i funkcjonujace w sposob przeciwstawny
(RyR2 I SERCA), moga jednoczes$nie podle-
gac regulacji przez nitroksyl.

W Swietle tych danych przypuszcza sie,
iz nitroksyl moze oferowacC nowe, obiecujg-
ce strategie farmakologicznego leczenia nie-
wydolnoSci serca, i ze moglby on zastapi¢ w
przyszioSci stosowana w obecnej praktyce
klinicznej terapie ztozona z beta-agonistow
oraz inhibitorow fosfodiesterazy (wzmaga-
jacych sile skurczu), a takze nitraty rozsze-
rzajace naczynia krwi (PAOLOCCI i wspolaut.
2007).
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NITROKSYL W UKEADZIE NERWOWYM

Nie udato sie dotychczas w pelni okresli¢
dzialania nitroksylu w ukladzie nerwowym.
Nie mniej jednak wykazano, ze HNO oddzia-
tuje z resztami tiolowymi receptorow N-me-
tylo-D-asparaginianu  (NMDA). Receptory te
odgrywaja zasadnicza role w regulacji funkcji
synaptycznych oraz komunikacji neuronal-
nej w osrodkowym uktadzie nerwowym (Pa-
OLOCCI i wspotaut. 2007), a ich nadaktywacja
w warunkach patologicznych, spowodowana
nadmiernym st¢zeniem kwasu glutaminowe-
go w szczelinach synaptycznych, wiaze si¢ z
indukcja ekscytotoksycznosci (toksycznosci z
pobudzenia) (FUKUTO i wspoétaut. 2005a).

Nitroksyl, modyfikujac decydujace grupy
tiolowe receptoroOw NMDA, powoduje osta-
bienie naptywu jonéw Ca*' i ztagodzenie ak-
tywnosSci tych receptorow. W tym wymiarze
aktywnoSC nitroksylu polega wiec na ochro-
nie przed ekscytotoksycznoscia (PAOLOCCI
i wspotaut. 2007). Z drugiej jednak strony,
inne badania ujawnily, ze HNO moze wy-
wolywac dzialanie dokladnie odwrotne, to
znaczy zwicksza¢ naplyw jonow wapnio-
wych. Niekontrolowany naptyw jonow Ca*
do wnetrza komoérki moze w efekcie kon-
cowym spowodowac uszkodzenie i Smierc
neuronow. Zaproponowano, iz jest to skut-
kiem interakcji nitroksylu z jonami magnezu
(Mg?") obecnymi na receptorze NMDA (Fu-
KUTO i wspoétaut. 2009). Jony Mg* w prawi-
dlowych warunkach blokuja kanal receptora
NMDA, zamykajac go dla przeplywu jonow
wapnia. Interakcja HNO z Mg?* moze nato-
miast skutkowa¢ uwolnieniem jonu Mg* i
niekontrolowanym naplywem jonéw Ca*" do
wnetrza komorki. Odmienne wyniki badan
sa prawdopodobnie zwiazane z obecnoScia
badz brakiem tlenu (jego zuzyciem na skutek
dhugotrwalego traktowania solg Angeli’ego
- donorem nitroksylu). Niezaleznie od tych
rozbieznoSci mozna jednak przypuszczac, ze
nitroksyl moze modyfikowac¢ aktywnoS¢ re-
ceptorOw N-metylo-D-asparaginianu, w spo-
sOb zaroOwno pozytywny, jak i negatywny
(Paoroccr i wspotaut. 2007).

POTENCJAL PRZECIWNOWOTWOROWY
NITROKSYLU

Obok korzystnego wplywu nitroksylu na
uklad sercowo-naczyniowy, obserwuje si¢
takze potencjal przeciwnowotworowy tego
zwiazku, choC na tym polu potrzeba jeszcze
wielu badan. Antykarcynogenny potencjat ni-
troksylu zwiazany jest miedzy innymi z jego
zdolnoscia do hamowania procesu glikolizy,

niezbednego dla komoérek nowotworowych
procesu pozyskiwania energii. Zdolnos¢ do
oddzialywania czasteczki HNO/NO- na ten
proces wykazano w doswiadczeniach z wy-
korzystaniem komorek drozdzy, w ktorych
obserwowano, iz toksyczny efekt nitroksylu
koreluje pozytywnie z zaleznoScia komorek
od procesu glikolizy, stanowiacego podsta-
wowe 7Zrodlo pozyskiwania energii w fazie
wczesnego wzrostu (LOPEZ i wspotaut. 2005).
Istotne jest to, iz obserwowana toksycznoS$¢
W znacznie mniejszym stopniu dotyczy ko-
morek drozdzy w fazie stacjonarnej, w ktorej
podstawowym Zrodlem energii jest proces
oddychania. Stwierdzono, ze hamowanie szla-
ku glikolitycznego opiera sie na modyfikacji
enzymu, dehydrogenazy 3-fosfogliceraldehy-
du (ang. glyceraldehyde-3-phosphate dehy-
drogenase, GAPDH), jednego z podstawo-
wych enzymoéw glikolitycznych, zawierajace-
go w centrum aktywnym grupy tiolowe. De-
hydrogenaza GAPDH przeksztalca w trakcie
metabolizmu glukozy aldehyd 3-fosfoglicery-
nowy do 1,3-bisfosfoglicerynianu. Bialko to
wplywa rOwniez na wiele innych proceséw
komorkowych, w tym na: endocytoze, fuzje
blon, funkcje pecherzykow wydzielniczych,
transport jadrowy tRNA, a takze na replika-
cje oraz naprawe DNA (PELICANO i wspotaut.
2000).

Oddzialywanie nitroksylu na aktywnos¢
dehydrogenazy GAPDH jest obserwowane
przy niskich stezeniach soli Angeli’ego (do-
nora HNO/NO), a biorac pod uwage, iz ste-
zenie wygenerowanego nitroksylu jest za-
wsze nizsze od stezenia donoru, wyglada na
to, ze enzym ten jest wyjatkowo wrazliwy na
dzialanie tego unikatowego zwiazku. Wiaze
sie to niewatpliwie z silnymi wlasciwoScia-
mi tiofilowymi HNO/NO" (LOPEZ i wspotaut.
2007). Specyficzna modyfikacja centrum ak-
tywnego GAPDH ma miejsce przy obecnosci
w komorkach duzych stezeni podstawowe-
go tiolu wewnatrzkomoérkowego, glutatio-
nu (GSH), ktorego poziom i stan utlenienia
nie ulega zmianie. Za te specyficznoS¢ dzia-
fania odpowiada prawdopodobnie wyzsza
stala szybkoSci reakcji nitroksylu z dehydro-
genaza (w porownaniu do stalej szybkoSci
dla reakcji HNO z glutationem), badz tez
fakt, ze HNO hamuje aktywnoS$¢ enzymu w
sposob nieodwracalny, podczas gdy mody-
fikacja GSH ma charakter odwracalny (utle-
niony glutation, GSSG, bardzo szybko jest
redukowany przez biatka komorkowe, glow-
nie przez reduktaze glutationowa) do GSH
(Loprez i wspolaut. 2007). Fizjologiczne badz
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patofizjologiczne skutki takiego dzialania ni-
troksylu sa bardzo istotne i jednoczesSnie in-
teresujace przede wszystkim z uwagi na to,
ze wickszo$¢ komorek nowotworowych, w
szczegoOlnosci guzow litych, proliferuje w wa-
runkach hipoksji, a jako podstawowe Zrodio
energii wykorzystuje proces glikolizy (LOPEZ
i wspotaut. 2007).

Dla antynowotworowego dzialania nitrok-
sylu znaczenie maja jego wilaSciwosci hamo-
wania proliferacji komorkowej, przy czym
wydaje si¢, ze cytotoksycznoS¢ nitroksylu
moze by¢ rozna w zaleznoSci od wartosci pH
srodowiska. Intensywny metabolizm gluko-
zy do kwasu mlekowego oraz hydroliza ATP
prowadzi do zakwaszenia mikroSrodowiska
komorek rakowych. W przypadku guzow
aktywnie metabolizujacych glukoze, zewna-
trzkomorkowe pH mieSci sie w granicach
6,0-7,0, podczas gdy zewnatrz- i wewnatrz-
komorkowe pH wiekszosci prawidlowych
komorek wynosi 7,4 (STOYANOVSKY i wspot-
aut. 2004). Wobec tych faktow istotnym jest,
ze zwickszona cytotoksycznoS¢ nitroksylu
generowanego przez soOl Angeli'ego, powo-
dujaca hamowanie proliferacji komorkowej,
obserwowano w Srodowisku o nizszym pH
(pH 6,2 w porownaniu z pH 7,4). Uwaza si¢
wiec, ze nitroksyl moze w sposob selektyw-
ny oddzialywac toksycznie na komorki pod-
dane zakwaszeniu (STOYANOVSKY i wspotaut.
2004). Hamowanie proliferacji komorek po
dzialaniu nitroksylu obserwowano w hodow-
lach ludzkich linii raka piersi, zarbwno w
przypadku wysoce agresywnej linii komorko-
wej MDA-MB-231, jak rOwniez w przypadku
nieco lagodniejszej linii komorkowej MCE-7
(NORRIS i wspotaut. 2008). Wyniki uzyskane
w warunkach in vitro, potwierdzono takze
w doswiadczeniach in vivo z wykorzysta-
niem myszy, ktérym przeszczepiono komor-
ki guza (NORRIS i wspotaut. 2008). Podobne
rezultaty uzyskano w przypadku komorek
barwiaka (guza chromochlonnego), na ktére
donor nitroksylu takze dzialal cytotoksycznie
(STOYANOVSKY i wspoétaut. 2004).

Poza proliferacja komoérkowa, na ostatecz-
ny rozmiar guza wpltywa takze indukcja za-
programowanej Smierci komorkowej, apop-
tozy. Nie dostarczono jak dotad niepodwa-
zalnych dowodéw na indukowanie Smierci
apoptotycznej przez HNO, nie mniej jednak
w badaniach in vivo z wykorzystaniem my-
szy ksenogenicznych, ktérym przeszczepiono
komorki raka piersi MDA-MB-231, stwierdzo-
no wzrost liczby komorek apoptotycznych
w nowotworach zwierzat, ktorym podawano

donor nitroksylu (s6l Angeli’ego), w porow-
naniu kontrola (NORRIS i wspotaut. 2008).
Obserwowano rowniez niewielki wzrost po-
ziomu kaspazy-9, skladnika wczesnej kaska-
dy apoptotycznej. Przypuszcza sie, ze wzrost
liczby komorek apoptotycznych obserwowa-
ny w tkankach guza moze wynika¢ z braku
metabolizmu glikolitycznego, zahamowania
krazenia lub bezposredniego dzialania nitrok-
sylu (NORRIS i wspotaut. 2008).

Rozwaza sie¢ rowniez wplyw HNO na
proces wyksztalcania wokol guza nowotwo-
rowego sieci naczyn krwionos$nych (angio-
geneze), czym uwarunkowany jest rozwoj
nowotworu, naciekanie tkanek oraz powsta-
wanie przerzutOw. W badaniach ludzkich ko-
morek raka piersi przeszczepionych myszom
obserwowano po podaniu donora nitroksylu
zmniejszenie liczby naczyn krwionos$nych, a
takze nizszy poziom Kkrazacego surowiczego
naczyniowo-srodbtonkowego czynnika wzro-
stu (ang. vascular endothelial growth factor,
VEGF) oraz spadek ogoélnego poziomu biatka
HIF-a. (ang. hypoxia-induced factor), bedace-
go czynnikiem transkrypcyjnym regulujacym
zdolnos¢ komorek nowotworowych do ada-
ptacji w warunkach hipoksji (NORRIS i wspot-
aut. 2008). VEGF jest silnym, wysoce selek-
tywnym mitogenem stymulujacym komorki
srodblonka naczyniowego (SADLECKI i wspot-
aut. 2010), a angiogeneza oraz specyficzna
ekspresja genu VEGF jest regulowana przez
czynnik indukowany hipoksja, HIF-a. Wyka-
zano, iz wyzszy poziom oraz stabilnos¢ biatka
HIF-a jest skutkiem odwracalnego hamowa-
nia aktywnoSci hydroksylazy prolilowej czyn-
nika HIF-a przez koncowy produkt glikolizy,
pirogronian (NORRIS i wspotaut. 2008). Wia-
domo, ze komorki nowotworowe w bardzo
wysokim stopniu uzalezniaja swoje przezycie
od szlaku glikolitycznego, co pozwala utrzy-
mac wysokie stezenie biatka HIF-a, zarowno
w Srodowisku tlenowym, jak i beztlenowym.
Stabilne biatko HIF-o promuje z kolei angio-
geneze oraz indukowanie czynnika VEGEF,
ktory rekrutuje komorki Srodbtonka do two-
rzenia nowych naczyn krwiono$Snych (SKORA
i wspotaut. 2006). Zahamowanie badz za-
ktocanie neowaskularyzacji mogloby spowo-
dowad, iz mato wydajny metabolizm, wsku-
tek ograniczenia doptywu tlenu i substancji
odzywczych dostarczanych przez naczynia
krwionosne, nie pokryje wzrastajacego zapo-
trzebowania zwiazanego ze wzrostem guza,
co w konsekwencji doprowadzitoby do cyto-
stazy i Smierci zmienionych komorek.
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Punktem wyjScia, wspolnym dla obserwo-
wanych przeciwnowotworowych aktywnoSci
nitroksylu, moze by¢ prawdopodobnie pier-
wotne modulowanie funkcji dehydrogenazy
GAPDH. Zahamowanie aktywnoS$ci tego en-
zymu zmniejsza dostepnos¢ koficowych pro-
duktow glikolizy, w tym pirogronianu i mle-

czanu. Spadek badZ brak tych a-oksokwasow
moze skutkowac obnizona ekspresja czynni-
ka HIF-a, co w sposob kaskadowy wplywa
na nizsza produkcje czynnika VEGF przez
tkanki guza i utrudnia angiogeneze (NORRIS i
wspotaut. 2008).

PODSUMOWANIE

Potencjat farmakologiczny i terapeutyczny
zwiazany z szeregiem aktywnoSci nitroksy-
Iu jest w pelni obiecujacy. Nie ulega jednak
watpliwosci, ze niezbedne sa dalsze badania
potwierdzajace stusznoS¢ stawianych dziS hi-
potez. Najistotniejszym zadaniem jest opraco-
wanie w pelni specyficznej, czulej, nieinwa-
zyjnej i przede wszystkim bezposredniej me-
tody detekcji nitroksylu, ktora pozwoli jed-

noznacznie przypisa¢ obserwowane efekty
dziataniu tej wtasnie czasteczki. Warto zazna-
czy¢, iz zgromadzone dotychczas wyniki sta-
nowia podloze nie tylko dla bardziej zaawan-
sowanych i szerszych badan, ale w pierwszej
kolejnosci Swiadcza o ogromnym potencjale
tej enigmatycznej czasteczki w opracowa-
niu nowych, by¢ moze skuteczniejszych niz
obecnie stosowane, strategii klinicznych.

NITROKSYL (HNO/NO-) — ENIGMATYCZNA CZASTECZKA O UNIKATOWYCH
WEASCIWOSCIACH I POTENCJALE FARMAKOLOGICZNYM

Streszczenie

Tlenki azotu biora udzial w wielu fizjologicznych
procesach i sa czasteczkami o potencjalnym znacze-
niu farmakologicznym. Odkrycie, Ze tlenek azotu jest
czynnikiem rozkurczowym pochodzenia Srédbton-
kowego (EDRF) spowodowalo wzrost liczby badan
dotyczacych tego zwiazku. Przez wiele lat nitroksyl
(HNO/NO), produkt jednoelektronowej redukcji NO,
nie byt przedmiotem zainteresowania naukowcow,
czego przyczyna byl brak dowodow potwierdzajacych
endogenna produkcje HNO in vivo — nie opracowa-
no dotychczas prostej metody umozliwiajacej bezpo-
Srednia jego detekcje. Nitroksyl jest czasteczka niesta-
bilna, co sprawia, ze w badaniach biologicznych mu-
sza byC stosowane donory tego zwiazku. Najbardziej
powszechnie stosowanym donorem jest s0l Angeli e-
go (Na,N,0,), ktora generuje HNO w warunkach fi-
zjologicznych. Wykazano, ze nitroksyl preferencyjnie
reaguje z biatkami zawierajacymi grupy hemowe, a

takze z tiolami, dzieki czemu wplywa na aktywnos¢
wielu waznych enzymow zawierajacych w miejscach
aktywnych grupy -SH. Wykazano, ze nitroksyl, po-
dobnie jak tlenek azotu, posiada dodatnie wtasciwosci
inotropowe (podnosi sit¢ skurczu migsSnia serca), jak
rowniez luzytropowe (umozliwia relaksacje migSnia
sercowego), ktore przyczyniaja si¢ do zwigkszenia po-
jemnosci minutowej serca. HNO okazal si¢ rowniez
zwiazkiem potencjalnie antykancyrogennym. Wplywa
na proces glikolizy (hamuje aktywnos¢ dehydrogena-
zy aldehydu 3-fosfoglicerynowego, GAPDH), ktory jest
glownym zrodlem energii dla komorek raka. Ponadto,
nitroksyl hamuje angiogenez¢ i indukuje apoptoze w
komorkach nowotworowych. Unikatowe wlaSciwosci
nitroksylu spowodowaly w ostatnich latach znaczny
wzrost zainteresowania ta czasteczka. W niniejszej
pracy omowiono chemiczne i biologiczne wiasciwo-
Sci nitroksylu, a takze jego potencjal farmakologiczny.

NITROXYL (HNO/NO-) — AN ENIGMATIC MOLECULE WITH UNIQUE PROPERTIES AND
PHARMACOLOGICAL POTENTIAL

Summary

Nitrogen oxides are involved in many physi-
ological processes and have the potential to be use-
ful pharmacological agents. The discovery that nitric
oxide (NO) is endothelial derived relaxing factor
(EDRF) has lead to an increase of research in this
field. For many vyears, nitroxyl (HNO/NO’) which
is one-electron reduction product of NO;, has been
overlooked, probably because no mechanism of en-
dogenous in vivo HNO production has been clearly
established — mainly due to a lack of a direct de-
tection method of the compound. It is inherently
unstable molecule so the studies on its biological

properties must be done with the use of donor
compounds. The most common donor currently
used is Angeli’s salt (Na,N,0,), which releases HNO
at physiological pH. It was shown that nitroxyl can
react preferentially with ferric heme proteins and
also with thiols and thus could influence the activ-
ity of many important enzymes with -SH groups in
the active site. Similar to nitric oxide, nitroxyl has
been shown to cause vasoleraxation and moreover,
it has positive inotropic (force of muscle contrac-
tion) as well as lusitropic (relaxation of cardiac mus-
cle) properties which both contribute to increased
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cardiac output. In addition to these effects HNO has
been shown promising anticancer compound. It in-
fluences glycolysis process (nitroxyl inhibits activ-
ity of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,
GAPDH) which is a major energy source for cancer
cells. Furthermore, HNO inhibits angiogenesis and

induces cancer cell apoptosis. Because of unique
properties of nitroxyl there has been a significant
increase in interest in this molecule in the past few
years. Herein, some of the chemical and biological
activities and the pharmacological potential of HNO
are described.
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