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smo Science molekułą roku, a trzej uczeni 
za wkład w rozwój badań nad tą obiecującą 
cząsteczką zostali w 1998 r. uhonorowani 
Nagrodą Nobla w dziedzinie fizjologii lub 
medycyny.

Obecnie wiadomo, że znaczenie tlenku 
azotu dla organizmu jest wielorakie. W ukła-
dzie krążenia reguluje on przede wszystkim 
napięcie naczyń krwionośnych, i co za tym 
idzie, ciśnienie tętnicze krwi, hamuje także 
agregację płytek i leukocytów oraz adhezję 
neutrofili do powierzchni komórek śród-
błonka (Sokołowska i Włodek 2001). Pre-
kursory tlenku azotu, takie jak nitrogliceryna 
oraz inne organiczne azotany znalazły bezpo-
średnie zastosowanie kliniczne w leczeniu 
m.in. dławicy piersiowej, nadciśnienia płuc-
nego, niewydolności serca, fibrynolizy oraz 
w angioplastyce wieńcowej (Sokołowska i 
Włodek 2001). Tlenek ten odgrywa również 
dużą rolę w odpowiedzi immunologicznej i 
zapalnej, a także posiada swój udział w funk-
cjonowaniu układu nerwowego i pokarmo-
wego (Krzyżanowski i współaut. 1999). 

Z uwagi na znaczenie tlenku azotu w 
funkcjonowaniu wielu procesów fizjologicz-
nych oraz pozytywnego działania w licz-
nych stanach patologicznych zaproponowa-
no potencjalne znaczenie biologiczne także 
innych cząsteczek wywodzących się lub w 
jakiś sposób związanych z tlenkiem azotu. 
Szczególną uwagę przypisano tlenkom azotu 
na wyższych stopniach utlenienia. Wykazano 

Wykazanie endogennego powstawania 
tlenku azotu (NO∙) w organizmach ssaków, 
w późnych latach 80. XX w. stało się podsta-
wą ogromnego zainteresowania różnymi jego 
formami. Przełomowe odkrycie roli tlenku 
azotu jako cząsteczki sygnałowej, rozluźnia-
jącej ściany naczyń krwionośnych, jest wy-
nikiem prac trójki naukowców: Roberta F. 
Furchgotta, Ferida Murada i Luisa J. Ignarro 
(Zetterström 2009). W 1977 r. Murad, ba-
dając mechanizm działania wazodylatacyjne-
go nitrogliceryny zasugerował, że działanie 
zwiększające przepływ krwi w naczyniach 
krwionośnych jest wynikiem uwalniania się 
z jej cząsteczki tlenku azotu. Trzy lata póź-
niej Furchgott stwierdził, że acetylocholina, 
wpływając na komórki śródbłonka naczynio-
wego, wywiera swoje działanie rozkurczowe 
na mięśnie gładkie naczyń za pomocą bliżej 
niezidentyfikowanej cząsteczki o charakterze 
przekaźnika komórkowego, nazwanej przez 
niego czynnikiem rozkurczowym pochodze-
nia śródbłonkowego EDRF (ang. endothe-
lial derived relaxing factor). Z kolei Ignarro 
w 1987 r., prowadząc badania niezależnie i 
wspólnie z Furchgottem, doszedł do wnio-
sku, że działanie EDRF jest tożsame z dzia-
łaniem tlenkiem azotu (Zetterström 2009). 
Następstwem tych odkryć była lawina badań 
nad właściwościami NO∙ oraz znaczeniem tej 
cząsteczki dla fizjologii komórek zwierzęcych 
(w tym człowieka) i roślinnych. W 1992 r. 
tlenek azotu został uznany przez czasopi-
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funkcje układu sercowo-naczyniowego, wy-
kazując przy tym korzystne działanie w wie-
lu stanach patologicznych, takich jak m.in. 
niewydolność serca, udar, dusznica bolesna, 
nadciśnienie tętnicze czy zawał mięśnia ser-
cowego (Irvine i współaut. 2008). Do pozy-
tywnych skutków działania HNO/NO- należy 
także dodać jego wpływ na układ nerwowy 
(Paolocci i współaut. 2007) oraz potencjał 
w terapii antynowotworowej, wynikający z 
hamowania angiogenezy, proliferacji zmie-
nionych rakowo komórek oraz indukowa-
nia w tych komórkach apoptozy (Norris i 
współaut. 2008). 

na przykład, że tlenek azotu (IV), NO2, jako 
związek relatywnie stabilny, stanowi we-
wnątrznaczyniowy rezerwuar tlenku azotu 
w układzie krążenia, uwalniając NO∙ w wa-
runkach niedotlenienia. Dla kontrastu, zredu-
kowane formy NO∙, w tym nitroksyl (HNO/
NO-), protonowana i zredukowana cząstecz-
ka pokrewna tlenkowi azotu, nie wzbudza-
ły do niedawna większej uwagi. W ostatnim 
jednak czasie zainteresowanie nitroksylem 
wzrasta, co wynika w szczególności z od-
kryć na temat jego unikatowych właściwości 
chemicznych oraz istotnych aktywności bio-
logicznych i potencjału farmakologicznego. 
Okazuje się, że nitroksyl oddziałuje na liczne 

ENDOGENNA PRODUKCJA I DETEKCJA NITROKSYLU

Opierając się na kompleksowości działa-
nia nitroksylu oraz omówionych poniżej wy-
jątkowych właściwościach sygnałowych tej 
cząstki można by przypuszczać, iż podobnie 
jak tlenek azotu, jest on częścią endogenne-
go szlaku przekazywania sygnałów oraz że 
może potencjalnie funkcjonować jako alter-
natywna dla NO∙ cząstka sygnałowa (Fukuto 
i współaut. 2005a). Niemniej jednak należy 
zaznaczyć, iż, jak dotąd, nie ma jednoznacz-
nych dowodów potwierdzających endogen-
ną produkcję HNO/NO- w organizmach ssa-
ków (Fukuto i współaut. 2005a). Wynika 
to częściowo z braku bezpośredniej, specy-
ficznej i wystarczająco czułej metody detek-
cji nitroksylu, którą można by zastosować w 
układach biologicznych. Intensywne badania 
nad opracowaniem takiej metody przynoszą 
już jednak pierwsze pozytywne rezultaty. W 
ostatnim czasie opisano technikę umożliwia-
jącą wykrywanie obecności HNO/NO- w ho-
dowanych in vitro komórkach, przy pomocy 
barwnika fluorescencyjnego BOT1 skomplek-

sowanego z jonami Cu2+ (Rosenthal i Lip-
pard 2010). W mikroskopie fluorescencyj-
nym obserwuje się czerwoną fluorescencję 
komórek, w których doszło do powstania 
produktu reakcji między nitroksylem a kom-
pleksem Cu2+(BOT1). 

Badania in vitro implikują możliwość i 
wskazują na wysokie prawdopodobieństwo 
spontanicznego powstawania HNO/NO- w 
organizmie ssaków (Fukuto i współaut. 
2005a). Zaproponowano i scharakteryzowa-
no kilka teoretycznych procesów/mechani-
zmów, na drodze których nitroksyl mógłby 
być generowany in vivo. Do procesów ta-
kich zalicza się m.in. reakcję S-nitrozotioli z 
innymi cząsteczkami tiolowymi, katalityczną 
aktywność syntazy tlenku azotu — NOS (ang. 
nitric oxide synthase), utlenianie hydroksyla-
miny (NH2OH) (Flores-Santana i współaut. 
2009), reakcję redukcji tlenku azotu, będącą 
wynikiem oddziaływania na ten tlenek ele-
mentów łańcucha transportu elektronów w 
mitochondriach (Fukuto i współaut. 2005b).

WŁAŚCIWOŚCI CHEMICZNE NITROKSYLU (HNO/NO-)

Mimo iż nitroksyl jest prostą, trzyatomo-
wą cząsteczką, jego właściwości chemiczne 
są zaskakująco złożone i wielowymiarowe. 
HNO oraz NO- są podstawowymi forma-
mi molekuł zawierających atom azotu na 
pierwszym stopniu utlenienia (+1). Zrozu-
mienie równowagi między tymi dwiema 
cząsteczkami w środowisku jest fundamen-
talne w odniesieniu do zapotrzebowania 
komórek czy układów biologicznych na 
związki zawierające azot (+1) (Shafirovich 

i Lymar 2002). Stała równowagi reakcji dy-
socjacji protonu (pKa = 11,4) wskazuje, iż 
nitroksyl jest bardzo słabym kwasem i w 
pH fizjologicznym pojawia się prawie wy-
łącznie w postaci sprotonowanej — HNO 
(Shafirovich i Lymar 2002). Zasadniczą 
różnicą między formą HNO i NO- są sta-
ny spinowe obu cząsteczek; podstawowym 
stanem HNO jest stan singletowy (1HNO), 
w którym wszystkie elektrony są sparowa-
ne, natomiast anion NO- posiada taką samą 
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żenia oraz stałych szybkości re-
akcji z nitroksylem (Tabela 1).

Cechą charakterystyczną 
nitroksylu jest jego ekstre-
malna tiofilowość (Fukuto i 
współaut. 2005b). Może on 
bardzo szybko reagować z 
wolnymi tiolami bądź białka-
mi zawierającymi grupy tio-
lowe, prowadząc do zmiany 
funkcji tych białek bądź wpły-
wając na czas trwania reakcji 
zachodzących z ich udziałem 
(Fukuto i współaut. 2009). 
Reakcja z tiolami jest ponadto 
na tyle charakterystyczna dla 
HNO/NO-, że pozwala odróż-
nić nitroksyl od tlenku azotu 
(HNO jest o wiele bardziej re-
aktywny w stosunku do tioli 
niż NO∙). Tiofilowość nitrok-
sylu jest ważnym aspektem 
badań nad naturą tego związ-
ku, przede wszystkim z uwagi 
na obecność grup tiolowych 
w wielu istotnych białkach i 

enzymach, uczestniczących bądź odpowie-
dzialnych za przebieg licznych procesów 
fizjologicznych w komórce. Wśród białek 
oraz struktur komórkowych, na których 
funkcje poprzez powinowactwo do tio-
li HNO/NO- oddziałuje, znajdują się m.in.: 
dehydrogenaza aldehydu 3-fosfogliceryno-
wego (ang. glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase, GAPDH) (Lopez i współ-
aut. 2007), katepsyna B, zaangażowana w 
degradację lizosomalną uszkodzonych bądź 
niepotrzebnych komórce białek oraz pre-
zentację antygenów (Väänänen i współ-
aut. 2008), polimeraza poli(ADP-rybozy) 
— PARP, kluczowy enzym jądrowy wielu 
procesów fizjologicznych, takich jak re-
gulacja funkcji licznych czynników trans-
krypcyjnych i utrzymywanie stabilności 
genomu, w tym inicjowanie naprawy DNA 
(Bai i współaut. 2001), kaspazy (białka 
apoptotyczne) oraz acetylotransferazy kwa-
sów tłuszczowych, a także kanały wapnio-
we zawierające w swojej strukturze tiole 
(Switzer i współaut. 2009). Nitroksyl wyka-
zuje również dużą reaktywność w stosun-
ku do metali, takich jak Fe(III), Cu(II) czy 
Mn(II) (Flores-Santana i współaut. 2009), 
oddziałuje z białkami zawierającymi grupy 
hemowe, przy czym bardziej preferencyj-
nie reaguje z żelazem na trzecim stopniu 
utlenienia (Fe3+) niż żelazem dwuwarto-

konfigurację elektronową jak tlen (O2), dla-
tego jego podstawowym stanem jest stan 
tripletowy (dwa niesparowane elektrony na 
odrębnych powłokach) (3NO-). Fakt, iż pod-
stawowe stany HNO i NO- są różne ozna-
cza, że transfer protonu (reakcja deproto-
nacji HNO bądź protonacji NO-) wymaga 
zmiany stanu spinowego, co w dużym stop-
niu ograniczone jest prawami mechaniki 
kwantowej. Dlatego też proces tego typu 
zachodzi bardzo powoli, jeżeli w ogóle ma 
miejsce (Paolocci i współaut. 2007). 

Poza reakcją deprotonacji/protonacji o 
unikalnym i nietypowym charakterze, jedną 
z dominujących reakcji jakim ulega nitrok-
syl jest dimeryzacja, w konsekwencji któ-
rej powstaje niestabilny kwas podazotawy 
(H2N2O2), ulegający szybkiej dekompozycji 
do podtlenku azotu (N2O) oraz wody: HNO 
+ HNO → [HONNOH] → N2O + H2O (Fuku-
to i współaut. 2005b). Reakcja ta zachodzi 
ze względnie dużą stałą szybkości w przybli-
żeniu wynoszącą 8 × 106 s–1 m–1, a jej istnie-
nie znacząco utrudnia prace badawcze nad 
nitroksylem (Shafirovich i Lymar 2002).

Kinetyka reakcji HNO/NO- z potencjalny-
mi cząsteczkami docelowymi jest istotnym 
aspektem specyficzności przekazywania sy-
gnałów w komórce. Biorąc pod uwagę wy-
soką reaktywność nitroksylu w stosunku do 
wielu cząstek biologicznych, aktywność w 
środowisku komórkowym zależy od ich stę-

Tabela 1. Stałe szybkości reakcji nitroksylu z różnymi cząstka-
mi docelowymi (Miranda i  współaut. 2003).

Cząsteczka docelowa
Stała szybkości reakcji

k [m–1 s–1]

Oksymioglobina (oxyMb/MbO2)

Glutation (GSH)

Peroksydaza chrzanowa (HRP)

Metmioglobina (metMb)

N-acetylocysteina (NAC)

Dysmutaza ponadtlenkowa

  —  miedziowo-cynkowa (CuZnSOD)

  —  manganowa (MnSOD)

Katalaza

Tempol

Ferrycytochrom c

Tlen (O2)

1 × 107

2 × 106

2 × 106

8 × 105

5 × 105

105–106

7 × 105

3 × 105

8 × 104

4 × 104

3 × 103
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biologiczne in vivo. Niemniej jednak pro-
duktem tej reakcji jest cząsteczka o silnych 
właściwościach utleniających i hydroksy-
lujących, choć nie uczestnicząca najpraw-
dopodobniej w reakcjach rodnikowych. 
Produkt reakcji HNO/O2 nie został dotych-
czas zidentyfikowany, wiadomo jednak, że 
nie jest nim nadtlenoazotyn — ONOO- (po-
wstający w roztworach alkalicznych na sku-
tek reakcji NO∙ z O2) (Fukuto i współaut. 
2005b); jest on jednak silnie cytotoksyczny, 
a jego istnienie i właściwości rozważa się 
z uwagi m.in. na to, że po narażeniu ko-
mórek w warunkach in vitro na działanie 
nitroksylu zastosowanego w wyższych stę-
żeniach obserwuje się indukcję pęknięć w 
łańcuchu DNA, a także wchodzenie komó-
rek na drogę apoptozy i nekrozy (Miran-
da 2004). Nitroksyl wykazuje więc właści-
wości oksydacyjne, włączając w to utlenia-
nie zasad azotowych w DNA oraz przede 
wszystkim — oksydację tioli (Paolocci i 
współaut. 2007).

ściowym (Fe2+), tworząc relatywnie stabil-
ne kompleksy (przykładem jest redukcja 
methemoglobiny: HNO + HbFeIII → HbFeII-

-NO + H+). Nitroksyl reaguje również z cy-
toplazmatyczną dysmutazą ponadtlenkową 
(zawierającą miedź i cynk - CuZnSOD), w 
wyniku czego następuje szybka konwersja 
nitroksylu do tlenku azotu NO∙, natomiast 
w reakcji z mitochondrialną manganową 
dysmutazą ponadtlenkową (MnSOD) NO∙ 
uwalniany jest po dłuższym czasie, gdyż 
początkowo powstaje kompleks manganu z 
tlenkiem azotu (MnNO) (Flores-Santana i 
współaut. 2009). Reakcja nitrozylacji reduk-
cyjnej metali/metaloprotein na wyższym 
stopniu utlenienia (takich jak Fe(III) lub 
Cu(II)) jest, obok oddziaływania z tiolami, 
jedną z podstawowych reakcji, jakim ulega 
nitroksyl. 

Nitroksyl oddziałuje także z tlenem, 
jednakże wyznaczenie stałej szybkości re-
akcji nitroksylu z O2 dowiodło (Tabela 1), 
że interakcja ta jest stosunkowo powolna i 
ma prawdopodobnie niewielkie znaczenie 

DONORY NITROKSYLU

Właściwości fizyko-chemiczne nitrok-
sylu uniemożliwiają przechowywanie tego 
związku oraz bezpośrednie wykorzystanie 
go do badań w układach biologicznych. 
Ponadto wspomniana wcześniej szybka di-
meryzacja do kwasu podazotawego H2N2O2, 
który ulega spontanicznemu rozkładowi do 
podtlenku azotu (N2O) oraz wody (H2O), 
wymusza konieczność stosowania związ-
ków donorowych jako pośredniego źródła 
nitroksylu. Najbardziej powszechnym i jed-
nocześnie najlepiej poznanym egzogennym 
źródłem nitroksylu jest azotan (II) sodu 
(trioksodiazotan sodu, Na2N2O3), znany jako 
sól Angeli`ego (ang. Angeli`s salt, AS) (Fu-
kuto i współaut. 2008). Większość dostęp-
nych danych na temat działania nitroksylu 
pochodzi z badań z użyciem tego związku, 
który spontanicznie generuje HNO w pH 
4–8 (Fukuto i współaut. 2008, Switzer i 
współaut. 2009). 

W Tabeli 2 przedstawiono najczęściej 
stosowane w badaniach nad właściwościa-
mi nitroksylu cząsteczki będące jego dono-
rami. Rozwój badań nad klinicznym zasto-
sowaniem nitroksylu wymaga niewątpliwie 
skonstruowania nowych związków prekur-
sorowych, opartych na komponentach or-

ganicznych i rozpuszczalnych w wodzie. 
Prace nad nowymi cząsteczkami generu-
jącymi HNO/NO- prowadzone są m. in. w 
laboratorium prof. Kinga (West Forest Uni-
versity, USA) i dotyczą donorów z grupy 
związków α-acyloksy-C-nitrozowych (Sha i 
współaut. 2006). Szczególna uwaga zwra-
cana jest na tempo uwalniania HNO/NO- w 
zależności od pH środowiska i na struktu-
rę grupy acylowej związku acyloksynitrozo-
wego, od tych właściwości bowiem zależy 
możliwość farmakologicznego zastosowania 
tych cząsteczek. W 2009 r. firma Cardioxyl 
Pharmaceuticals Inc. przedstawiła intere-
sujące wyniki badań cząsteczki oznaczonej 
jako CXL-1020 (związek o nieujawnionej 
jeszcze strukturze chemicznej) przebada-
nej na psach z chroniczną niewydolnością 
serca. Podawanie dożylne zwierzętom CXL-
1020 spowodowało poprawienie funkcji le-
wej komory serca bez wywoływania jakich-
kolwiek efektów chronotropowych (przy-
spieszania lub zwalniania rytmu serca), 
powstania de novo zaburzeń rytmu serca, 
a także bez zwiększania zużycia tlenu przez 
mięsień sercowy (Wang i współaut. 2009). 
W obecnej chwili cząsteczka ta jest na eta-
pie badań klinicznych.



509Nitroksyl

T
ab

el
a 

2
. 

Z
es

ta
w

ie
n

ie
 n

aj
cz

ęś
ci

ej
 c

h
ar

ak
te

ry
zo

w
an

yc
h

 d
o

n
o

ró
w

 H
N

O
/N

O
-  o

ra
z 

ic
h

 w
ła

śc
iw

o
śc

i 
(w

g 
Ir

v
in

e
’a

 i
 w

sp
ó

ła
u

t.
 2

0
0

8
).



510 Justyna Gościmska i współaut.

łanie związków będących bezpośrednimi do-
norami tlenku azotu NO∙ lub zwiększającymi 
jego dostępność w układzie naczyniowym. 
Do niekorzystnych efektów działania stoso-
wanych donorów NO∙ zaliczyć należy zwięk-
szanie stresu oksydacyjnego w ścianie na-
czyń oraz rozwój tolerancji na ich działanie 
(Ufnal i Żera 2010). Ponadto związki te, gdy 
stosowane są wraz z β-adrenolitykami, powo-
dują pogorszenie kurczliwości mięśnia serco-
wego (Miranda i współaut. 2005). Poszuki-
wane są więc nowe leki i w tym kontekście 
doniesienia na temat potencjału terapeutycz-
nego nitroksylu w odniesieniu do chorób 
układu sercowo-naczyniowego mają istotne 
znaczenie. Podstawowy donor HNO, sól An-
geli`ego, jest pełnowartościowym czynni-
kiem zmniejszającym ciśnienie krwi, wpływa-
jącym na kurczliwość mięśnia sercowego, a 
także wykazującym korzystne działanie przy 
niedokrwieniu mięśnia serca. Szczególny ob-
szar zainteresowań wyznacza odkrycie, iż do-
nor ten, w przeciwieństwie do innych czyn-
ników, takich jak na przykład nitrogliceryna, 
nie rozwija tolerancji naczyniowej, zarówno 
w zaburzeniach ostrych, jak i przewlekłych 
(Irvine i współaut. 2008). 

Jednym z najczęściej sugerowanych me-
chanizmów, poprzez który HNO działa roz-
kurczowo na naczynia krwi, jest, podobnie 
jak w przypadku NO∙, wzrost poziomu cy-
klicznego guanozynomonofosforanu (cGMP), 
który aktywuje mechanizmy prowadzące do 
rozszerzania naczyń, a będący wynikiem ak-
tywacji rozpuszczalnej cyklazy guanylanowej, 
sGC (Fukuto i współaut. 2009). Ten hipo-
tetyczny mechanizm potwierdzono z wyko-
rzystaniem inhibitora cyklazy guanylanowej 
(ODQ), który hamuje obniżanie ciśnienia 
krwi w naczyniach zarówno po zastosowa-
niu tlenku azotu (NO∙), jak i nitroksylu. Aby 
uwiarygodnić tezę, iż nitroksyl jest w tym 
względzie sam w sobie cząsteczką efektoro-
wą (nie działa zaś pośrednio jako prekursor 
NO∙) wykorzystano „zmiatacz” tlenku azotu 
— karboksylo-PTIO (3-tlenek 2-(4-karboksyfe-
nylo)-4,4,5,5-tetrametyloimidazolu-1-oksylu), 
który, jak stwierdzono, nie zakłóca naczynio-
wo-rozkurczowego działania nitroksylu, gene-
rowanego przez sól Angeli’ego, blokuje jed-
nakże efekty działania NO∙ (Fukuto i współ-
aut. 2009). 

Innym szlakiem prowadzącym do zmniej-
szania ciśnienia w naczyniach przez nitrok-
syl, opozycyjnym do opisanego powyżej, jest 

Nitroksyl a alkoholizm

Potencjał terapeutyczny nitroksylu jest 
już od wielu lat wykorzystywany, gdyż je-
den z jego donorów, cyjanamid, stosowany 
jest jako lek w terapii awersyjnej u osób z 
przewlekłą chorobą alkoholową (DeMaster 
i współaut. 1998). Terapeutyczne działanie 
tego czynnika zatwierdzono m.in. w Europie, 
Japonii oraz Kanadzie. Działanie nitroksylu w 
tym aspekcie opiera się na zdolności do mo-
dulowania funkcji białek tiolowych. Uwalnia-
ny z cyjanamidu nitroksyl powoduje modyfi-
kację oksydacyjną centrum katalitycznego de-
hydrogenazy aldehydowej (ang. aldehyde de-
hydrogenase, ALDH), prowadząc tym samym 
do zahamowania aktywności enzymatycznej 
ALDH i zakłócenia prawidłowego metabo-
lizmu alkoholu (Fukuto i współaut. 2008). 
Ten podstawowy enzym metabolizujący alko-
hol katalizuje bowiem przekształcanie alde-
hydu octowego, powstającego po utlenieniu 
etanolu, do kwasu octowego. Hamowanie 
aktywności ALDH wywołuje acetaldehyde-
mię powodującą nieprzyjemną fizjologiczną 
reakcję na alkohol i prowadzącą, na drodze 
terapii awersyjnej, do stronienia od alkoholu 
(Miranda i współaut. 2005). Kliniczne sto-
sowanie cyjanamidu wiąże się z wywoływa-
niem niewielkiej toksyczności dla organizmu 
związanej z towarzyszącym generowaniem 
cyjanku (HCN) (Tabela 1), niemniej jednak 
występuje ona tylko po podaniu dawek prze-
wyższających stężenia wywołujące skutecz-
ność.

Nitroksyl a układ sercowo-naczyniowy 

Choroby układu krążenia stanowią głów-
ną przyczynę przedwczesnych zgonów we 
wszystkich rozwiniętych krajach świata. Waż-
ną grupę farmaceutyków stosowanych w ich 
leczeniu stanowią azotany (nitraty). Działa-
nie tych środków polega na uwalnianiu czy 
też poprawie biodostępności endogennie 
produkowanego tlenku azotu NO∙ (Ufnal i 
Żera 2010). Rola NO∙ w obwodowej regu-
lacji układu krążenia wiąże się głównie z 
działaniem naczyniowo-rozkurczowym, które 
prowadzi do relaksacji mięśniówki naczyń 
krwionośnych. Ponadto tlenek azotu hamuje 
aktywację i agregację płytek krwi oraz proli-
ferację komórek mięśni gładkich a także re-
dukuje stopień oksydacji cholesterolu frakcji 
LDL (Ufnal i Żera 2010). W ostatnich latach 
zwraca się jednak uwagę na negatywne dzia-
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zyn wewnątrzkomórkowych jonów Ca2+ w 
mięśniach prążkowanych). Okazało się, że 
donory nitroksylu powodują natychmiasto-
we uwalnianie Ca2+ z siateczki, zarówno w 
przypadku mięśnia serca, jak również mięśni 
szkieletowych (Cheong i współaut. 2005). 
Takie działanie jest bezpośrednim wynikiem 
aktywowania receptorów rianodynowych 
serca (RyR2) oraz szkieletowych kanałów 
uwalniających Ca2+ (RyR1). 

W niezaburzonych stanach, zawartość jo-
nów wapnia w SS jest regulowana poprzez 
wychwytywanie z cytoplazmy tych jonów 
przez sarkoplazmatyczną, wapniowo-zależną 
ATPazę (ang. sarcoplasmic or endoplasmic 
reticulum Ca2+ ATPase, SERCA) oraz, z drugiej 
strony, przez uwalnianie Ca2+ z kanałów ria-
nodynowych (Cheong i współaut. 2005). Co 
istotne, w przypadku egzogennie podawane-
go donora HNO obserwowano także stymu-
lację sarkoplazmatycznej ATPazy SERCA, w 
konsekwencji prowadzącą do zwiększonego 
wychwytywania jonów wapnia z cytoplazmy 
z powrotem do siateczki sarkoplazmatycznej 
(Paolocci i współaut. 2007). Modulowanie 
aktywności receptorów RyR2 kanałów wap-
niowych oraz ATPazy SERCA przez nitroksyl 
powoduje w rezultacie wzrost kurczliwo-
ści kardiomiocytów (Tocchetti i współaut. 
2007).

HNO wpływa na homeostazę jonów wap-
nia najprawdopodobniej poprzez interakcję 
z resztami tiolowymi, które są istotnym ele-
mentem rozstrzygającym o funkcji kanałów 
rianodynowych (Cheong i współaut. 2005). 
Znaczenie decydujących grup tiolowych dla 
aktywności nitroksylu w tym aspekcie wy-
kazano za pomocą egzogennego reduktora 
tioli, ditiotreitolu (DTT), który po dodaniu 
do badanych preparatów blokował proces 
uwalniania z SS jonów wapniowych (Fukuto 
i współaut. 2009). Godnym uwagi jest to, że 
w układzie sercowo-naczyniowym, dwa biał-
ka zlokalizowane w tej samej organelli (SR) 
i funkcjonujące w sposób przeciwstawny 
(RyR2 I SERCA), mogą jednocześnie podle-
gać regulacji przez nitroksyl.

W świetle tych danych przypuszcza się, 
iż nitroksyl może oferować nowe, obiecują-
ce strategie farmakologicznego leczenia nie-
wydolności serca, i że mógłby on zastąpić w 
przyszłości stosowaną w obecnej praktyce 
klinicznej terapię złożoną z beta-agonistów 
oraz inhibitorów fosfodiesterazy (wzmaga-
jących siłę skurczu), a także nitraty rozsze-
rzające naczynia krwi (Paolocci i współaut. 
2007). 

szlak przekazywania sygnałów niezależny od 
signalingu β-adrenergicznego i cGMP, za to 
oparty na podwyższaniu poziomu peptydu 
związanego z genem kalcytoniny (ang. calci-
tonin gene-related peptide, CGRP) (Fukuto 
i współaut. 2005a). CGRP to mały, niezależ-
ny od cGMP wasoaktywny neuropeptyd zlo-
kalizowany w neuronach peptydergicznych. 
Aktywność tego peptydu jest skutkiem jego 
zdolności do aktywowania receptora podob-
nego do receptora kalcytoniny (ang. calcito-
nin-like receptor). Jest nim receptor sprzężo-
ny z cyklazą adenylanową i dlatego prowa-
dzący do podwyższenia wewnątrzkomórko-
wego cyklicznego adenozynomonofosforanu, 
cAMP (Fukuto i współaut. 2005a). 

Relaksację naczyń tętniczych i żylnych 
wiąże się także z aktywacją przez nitroksyl 
napięciowo-zależnych kanałów potasowych 
(Kv), czego konsekwencją jest hiperpolaryza-
cja miocytów naczyń krwionośnych (Paoloc-
ci i współaut. 2007). Takie działanie HNO 
kwalifikuje go do grona śródbłonkowych 
czynników hiperpolaryzujących (ang. endo-
thelial-derived hyperpolarizing factor, EDHF) 
(Fukuto i współaut. 2009).

Wyniki badań nad aktywnością biolo-
giczną nitroksylu wskazują, iż oddziałuje on 
również na pracę mięśnia sercowego. W do-
świadczeniach na zwierzętach obserwowano 
jego działanie inotropowe dodatnie polegają-
ce na zwiększaniu siły skurczu mięśnia serca 
w warunkach, gdy siła samoczynnego kurcze-
nia się mięśnia jest z różnych przyczyn ob-
niżona, oraz działanie luzytropowe dodatnie, 
umożliwiające relaksację, spoczynek mięśnia 
sercowego; obie te właściwości przyczynia-
ją się korzystnie do zwiększenia pojemno-
ści minutowej serca (Switzer i współaut. 
2009). To działanie nitroksylu, w połączeniu 
ze zdolnością rozszerzania naczyń krwiono-
śnych, jest szczególnie interesujące z uwagi 
na potencjał w leczeniu niewydolności ser-
ca (Irvine i współaut. 2008), tym bardziej, 
że tradycyjnie stosowane czynniki rozszerza-
jące naczynia (nitrogliceryna, donory tlenku 
azotu) nie wpływają na funkcję kurczliwości 
mięśnia sercowego (Tocchetti i współaut. 
2007). Ponadto inne czynniki inotropowe, 
takie jak β-adrenolityki, podnoszące bardzo 
wyraźnie kurczliwość serca, gdy stosowane 
są długotrwale, wywołują niekiedy niepożą-
dane efekty (Irvine i współaut. 2008).

Obserwowano, że w zwiększaniu kurcz-
liwości mięśnia sercowego znaczenie mogą 
mieć jony wapnia (Ca2+) krążące w siatecz-
ce sarkoplazmatycznej (SS, główny maga-
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niezbędnego dla komórek nowotworowych 
procesu pozyskiwania energii. Zdolność do 
oddziaływania cząsteczki HNO/NO- na ten 
proces wykazano w doświadczeniach z wy-
korzystaniem komórek drożdży, w których 
obserwowano, iż toksyczny efekt nitroksylu 
koreluje pozytywnie z zależnością komórek 
od procesu glikolizy, stanowiącego podsta-
wowe źródło pozyskiwania energii w fazie 
wczesnego wzrostu (Lopez i współaut. 2005). 
Istotne jest to, iż obserwowana toksyczność 
w znacznie mniejszym stopniu dotyczy ko-
mórek drożdży w fazie stacjonarnej, w której 
podstawowym źródłem energii jest proces 
oddychania. Stwierdzono, że hamowanie szla-
ku glikolitycznego opiera się na modyfikacji 
enzymu, dehydrogenazy 3-fosfogliceraldehy-
du (ang. glyceraldehyde-3-phosphate dehy-
drogenase, GAPDH), jednego z podstawo-
wych enzymów glikolitycznych, zawierające-
go w centrum aktywnym grupy tiolowe. De-
hydrogenaza GAPDH przekształca w trakcie 
metabolizmu glukozy aldehyd 3-fosfoglicery-
nowy do 1,3-bisfosfoglicerynianu. Białko to 
wpływa również na wiele innych procesów 
komórkowych, w tym na: endocytozę, fuzję 
błon, funkcje pęcherzyków wydzielniczych, 
transport jądrowy tRNA, a także na replika-
cję oraz naprawę DNA (Pelicano i współaut. 
2006). 

Oddziaływanie nitroksylu na aktywność 
dehydrogenazy GAPDH jest obserwowane 
przy niskich stężeniach soli Angeli’ego (do-
nora HNO/NO-), a biorąc pod uwagę, iż stę-
żenie wygenerowanego nitroksylu jest za-
wsze niższe od stężenia donoru, wygląda na 
to, że enzym ten jest wyjątkowo wrażliwy na 
działanie tego unikatowego związku. Wiąże 
się to niewątpliwie z silnymi właściwościa-
mi tiofilowymi HNO/NO- (Lopez i współaut. 
2007). Specyficzna modyfikacja centrum ak-
tywnego GAPDH ma miejsce przy obecności 
w komórkach dużych stężeń podstawowe-
go tiolu wewnątrzkomórkowego, glutatio-
nu (GSH), którego poziom i stan utlenienia 
nie ulega zmianie. Za tę specyficzność dzia-
łania odpowiada prawdopodobnie wyższa 
stała szybkości reakcji nitroksylu z dehydro-
genazą (w porównaniu do stałej szybkości 
dla reakcji HNO z glutationem), bądź też 
fakt, że HNO hamuje aktywność enzymu w 
sposób nieodwracalny, podczas gdy mody-
fikacja GSH ma charakter odwracalny (utle-
niony glutation, GSSG, bardzo szybko jest 
redukowany przez białka komórkowe, głów-
nie przez reduktazę glutationową) do GSH 
(Lopez i współaut. 2007). Fizjologiczne bądź 

Nitroksyl w układzie nerwowym

Nie udało się dotychczas w pełni określić 
działania nitroksylu w układzie nerwowym. 
Nie mniej jednak wykazano, że HNO oddzia-
łuje z resztami tiolowymi receptorów N-me-
tylo-D-asparaginianu (NMDA). Receptory te 
odgrywają zasadniczą rolę w regulacji funkcji 
synaptycznych oraz komunikacji neuronal-
nej w ośrodkowym układzie nerwowym (Pa-
olocci i współaut. 2007), a ich nadaktywacja 
w warunkach patologicznych, spowodowana 
nadmiernym stężeniem kwasu glutaminowe-
go w szczelinach synaptycznych, wiąże się z 
indukcją ekscytotoksyczności (toksyczności z 
pobudzenia) (Fukuto i współaut. 2005a).

Nitroksyl, modyfikując decydujące grupy 
tiolowe receptorów NMDA, powoduje osła-
bienie napływu jonów Ca2+ i złagodzenie ak-
tywności tych receptorów. W tym wymiarze 
aktywność nitroksylu polega więc na ochro-
nie przed ekscytotoksycznością (Paolocci 
i współaut. 2007). Z drugiej jednak strony, 
inne badania ujawniły, że HNO może wy-
woływać działanie dokładnie odwrotne, to 
znaczy zwiększać napływ jonów wapnio-
wych. Niekontrolowany napływ jonów Ca2+ 
do wnętrza komórki może w efekcie koń-
cowym spowodować uszkodzenie i śmierć 
neuronów. Zaproponowano, iż jest to skut-
kiem interakcji nitroksylu z jonami magnezu 
(Mg2+) obecnymi na receptorze NMDA (Fu-
kuto i współaut. 2009). Jony Mg2+ w prawi-
dłowych warunkach blokują kanał receptora 
NMDA, zamykając go dla przepływu jonów 
wapnia. Interakcja HNO z Mg2+ może nato-
miast skutkować uwolnieniem jonu Mg2+ i 
niekontrolowanym napływem jonów Ca2+ do 
wnętrza komórki. Odmienne wyniki badań 
są prawdopodobnie związane z obecnością 
bądź brakiem tlenu (jego zużyciem na skutek 
długotrwałego traktowania solą Angeli’ego 
– donorem nitroksylu). Niezależnie od tych 
rozbieżności można jednak przypuszczać, że 
nitroksyl może modyfikować aktywność re-
ceptorów N-metylo-D-asparaginianu, w spo-
sób zarówno pozytywny, jak i negatywny 
(Paolocci i współaut. 2007).

Potencjał przeciwnowotworowy 
nitroksylu

Obok korzystnego wpływu nitroksylu na 
układ sercowo-naczyniowy, obserwuje się 
także potencjał przeciwnowotworowy tego 
związku, choć na tym polu potrzeba jeszcze 
wielu badań. Antykarcynogenny potencjał ni-
troksylu związany jest między innymi z jego 
zdolnością do hamowania procesu glikolizy, 



513Nitroksyl

donor nitroksylu (sól Angeli’ego), w porów-
naniu kontrolą (Norris i współaut. 2008). 
Obserwowano również niewielki wzrost po-
ziomu kaspazy-9, składnika wczesnej kaska-
dy apoptotycznej. Przypuszcza się, że wzrost 
liczby komórek apoptotycznych obserwowa-
ny w tkankach guza może wynikać z braku 
metabolizmu glikolitycznego, zahamowania 
krążenia lub bezpośredniego działania nitrok-
sylu (Norris i współaut. 2008).

Rozważa się również wpływ HNO na 
proces wykształcania wokół guza nowotwo-
rowego sieci naczyń krwionośnych (angio-
genezę), czym uwarunkowany jest rozwój 
nowotworu, naciekanie tkanek oraz powsta-
wanie przerzutów. W badaniach ludzkich ko-
mórek raka piersi przeszczepionych myszom 
obserwowano po podaniu donora nitroksylu 
zmniejszenie liczby naczyń krwionośnych, a 
także niższy poziom krążącego surowiczego 
naczyniowo-śródbłonkowego czynnika wzro-
stu (ang. vascular endothelial growth factor, 
VEGF) oraz spadek ogólnego poziomu białka 
HIF-α (ang. hypoxia-induced factor), będące-
go czynnikiem transkrypcyjnym regulującym 
zdolność komórek nowotworowych do ada-
ptacji w warunkach hipoksji (Norris i współ-
aut. 2008). VEGF jest silnym, wysoce selek-
tywnym mitogenem stymulującym komórki 
śródbłonka naczyniowego (Sadłecki i współ-
aut. 2010), a angiogeneza oraz specyficzna 
ekspresja genu VEGF jest regulowana przez 
czynnik indukowany hipoksją, HIF-α. Wyka-
zano, iż wyższy poziom oraz stabilność białka 
HIF-α jest skutkiem odwracalnego hamowa-
nia aktywności hydroksylazy prolilowej czyn-
nika HIF-α przez końcowy produkt glikolizy, 
pirogronian (Norris i współaut. 2008). Wia-
domo, że komórki nowotworowe w bardzo 
wysokim stopniu uzależniają swoje przeżycie 
od szlaku glikolitycznego, co pozwala utrzy-
mać wysokie stężenie białka HIF-α, zarówno 
w środowisku tlenowym, jak i beztlenowym. 
Stabilne białko HIF-α promuje z kolei angio-
genezę oraz indukowanie czynnika VEGF, 
który rekrutuje komórki śródbłonka do two-
rzenia nowych naczyń krwionośnych (Skóra 
i współaut. 2006). Zahamowanie bądź za-
kłócanie neowaskularyzacji mogłoby spowo-
dować, iż mało wydajny metabolizm, wsku-
tek ograniczenia dopływu tlenu i substancji 
odżywczych dostarczanych przez naczynia 
krwionośne, nie pokryje wzrastającego zapo-
trzebowania związanego ze wzrostem guza, 
co w konsekwencji doprowadziłoby do cyto-
stazy i śmierci zmienionych komórek.

patofizjologiczne skutki takiego działania ni-
troksylu są bardzo istotne i jednocześnie in-
teresujące przede wszystkim z uwagi na to, 
że większość komórek nowotworowych, w 
szczególności guzów litych, proliferuje w wa-
runkach hipoksji, a jako podstawowe źródło 
energii wykorzystuje proces glikolizy (Lopez 
i współaut. 2007). 

Dla antynowotworowego działania nitrok-
sylu znaczenie mają jego właściwości hamo-
wania proliferacji komórkowej, przy czym 
wydaje się, że cytotoksyczność nitroksylu 
może być różna w zależności od wartości pH 
środowiska. Intensywny metabolizm gluko-
zy do kwasu mlekowego oraz hydroliza ATP 
prowadzi do zakwaszenia mikrośrodowiska 
komórek rakowych. W przypadku guzów 
aktywnie metabolizujących glukozę, zewną-
trzkomórkowe pH mieści się w granicach 
6,0–7,0, podczas gdy zewnątrz- i wewnątrz-
komórkowe pH większości prawidłowych 
komórek wynosi 7,4 (Stoyanovsky i współ-
aut. 2004). Wobec tych faktów istotnym jest, 
że zwiększoną cytotoksyczność nitroksylu 
generowanego przez sól Angeli’ego, powo-
dującą hamowanie proliferacji komórkowej, 
obserwowano w środowisku o niższym pH 
(pH 6,2 w porównaniu z pH 7,4). Uważa się 
więc, że nitroksyl może w sposób selektyw-
ny oddziaływać toksycznie na komórki pod-
dane zakwaszeniu (Stoyanovsky i współaut. 
2004). Hamowanie proliferacji komórek po 
działaniu nitroksylu obserwowano w hodow-
lach ludzkich linii raka piersi, zarówno w 
przypadku wysoce agresywnej linii komórko-
wej MDA-MB-231, jak również w przypadku 
nieco łagodniejszej linii komórkowej MCF-7 
(Norris i współaut. 2008). Wyniki uzyskane 
w warunkach in vitro, potwierdzono także 
w doświadczeniach in vivo z wykorzysta-
niem myszy, którym przeszczepiono komór-
ki guza (Norris i współaut. 2008). Podobne 
rezultaty uzyskano w przypadku komórek 
barwiaka (guza chromochłonnego), na które 
donor nitroksylu także działał cytotoksycznie 
(Stoyanovsky i współaut. 2004).

Poza proliferacją komórkową, na ostatecz-
ny rozmiar guza wpływa także indukcja za-
programowanej śmierci komórkowej, apop-
tozy. Nie dostarczono jak dotąd niepodwa-
żalnych dowodów na indukowanie śmierci 
apoptotycznej przez HNO, nie mniej jednak 
w badaniach in vivo z wykorzystaniem my-
szy ksenogenicznych, którym przeszczepiono 
komórki raka piersi MDA-MB-231, stwierdzo-
no wzrost liczby komórek apoptotycznych 
w nowotworach zwierząt, którym podawano 
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czanu. Spadek bądź brak tych α-oksokwasów 
może skutkować obniżoną ekspresją czynni-
ka HIF-α, co w sposób kaskadowy wpływa 
na niższą produkcję czynnika VEGF przez 
tkanki guza i utrudnia angiogenezę (Norris i 
współaut. 2008).

Punktem wyjścia, wspólnym dla obserwo-
wanych przeciwnowotworowych aktywności 
nitroksylu, może być prawdopodobnie pier-
wotne modulowanie funkcji dehydrogenazy 
GAPDH. Zahamowanie aktywności tego en-
zymu zmniejsza dostępność końcowych pro-
duktów glikolizy, w tym pirogronianu i mle-

PODSUMOWANIE

Potencjał farmakologiczny i terapeutyczny 
związany z szeregiem aktywności nitroksy-
lu jest w pełni obiecujący. Nie ulega jednak 
wątpliwości, że niezbędne są dalsze badania 
potwierdzające słuszność stawianych dziś hi-
potez. Najistotniejszym zadaniem jest opraco-
wanie w pełni specyficznej, czułej, nieinwa-
zyjnej i przede wszystkim bezpośredniej me-
tody detekcji nitroksylu, która pozwoli jed-

NITROKSYL (HNO/NO-) — ENIGMATYCZNA CZĄSTECZKA O UNIKATOWYCH 
WŁAŚCIWOŚCIACH I POTENCJALE FARMAKOLOGICZNYM

Streszczenie

noznacznie przypisać obserwowane efekty 
działaniu tej właśnie cząsteczki. Warto zazna-
czyć, iż zgromadzone dotychczas wyniki sta-
nowią podłoże nie tylko dla bardziej zaawan-
sowanych i szerszych badań, ale w pierwszej 
kolejności świadczą o ogromnym potencjale 
tej enigmatycznej cząsteczki w opracowa-
niu nowych, być może skuteczniejszych niż 
obecnie stosowane, strategii klinicznych.

Tlenki azotu biorą udział w wielu fizjologicznych 
procesach i są cząsteczkami o potencjalnym znacze-
niu farmakologicznym. Odkrycie, że tlenek azotu jest 
czynnikiem rozkurczowym pochodzenia śródbłon-
kowego (EDRF) spowodowało wzrost liczby badań 
dotyczących tego związku. Przez wiele lat nitroksyl 
(HNO/NO-), produkt jednoelektronowej redukcji NO∙, 
nie był przedmiotem zainteresowania naukowców, 
czego przyczyną był brak dowodów potwierdzających 
endogenną produkcję HNO in vivo — nie opracowa-
no dotychczas prostej metody umożliwiającej bezpo-
średnią jego detekcję. Nitroksyl jest cząsteczką niesta-
bilną, co sprawia, że w badaniach biologicznych mu-
szą być stosowane donory tego związku. Najbardziej 
powszechnie stosowanym donorem jest sól Angeli`e-
go (Na2N2O3), która generuje HNO w warunkach fi-
zjologicznych. Wykazano, że nitroksyl preferencyjnie 
reaguje z białkami zawierającymi grupy hemowe, a 

także z tiolami, dzięki czemu wpływa na aktywność 
wielu ważnych enzymów zawierających w miejscach 
aktywnych grupy –SH. Wykazano, że nitroksyl, po-
dobnie jak tlenek azotu, posiada dodatnie właściwości 
inotropowe (podnosi siłę skurczu mięśnia serca), jak 
również luzytropowe (umożliwia relaksację mięśnia 
sercowego), które przyczyniają się do zwiększenia po-
jemności minutowej serca. HNO okazał się również 
związkiem potencjalnie antykancyrogennym. Wpływa 
na proces glikolizy (hamuje aktywność dehydrogena-
zy aldehydu 3-fosfoglicerynowego, GAPDH), który jest 
głównym źródłem energii dla komórek raka. Ponadto, 
nitroksyl hamuje angiogenezę i indukuje apoptozę w 
komórkach nowotworowych. Unikatowe właściwości 
nitroksylu spowodowały w ostatnich latach znaczny 
wzrost zainteresowania tą cząsteczką. W niniejszej 
pracy omówiono chemiczne i biologiczne właściwo-
ści nitroksylu, a także jego potencjał 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 years, 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 (Na2N2O3), 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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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.

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 
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