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Streszczenie: Nitrony są ważną grupą związków chemicznych, które znalazły szerokie zastosowanie w 
wielu dziedzinach. Wśród nich na szczególną uwagę zasługują fosforylowane pochodne, do których 
należą N-podstawione C-fosforylowane nitrony, N-alkilofosforylowane C-arylonitrony (w tym nitrony 
typu PPN) oraz cykliczne fosforylowane nitrony (DEPMPO oraz jego liczne analogi). Wprowadzenie 
grupy fosforylowej w strukturę omawianych nitronów w znaczący sposób wpłynęło na zmianę ich 
właściwości. N-podstawione C-fosforylowane nitrony są wykorzystywane w 1,3-dipolarnej cykload-
dycji prowadzącej do otrzymania izoksazolidyn sfunkcjonalizowanych grupą fosforylową, które często 
wykazują aktywność biologiczną. Fragment izoksazolidynowy pełni rolę pierścienia cukrowego w mo-
dyfikowanych nukleotydach o potencjalnej aktywności przeciwwirusowej i przeciwnowotworowej. N-
alkilofosforylowane C-arylonitrony oraz cykliczne fosforylowane nitrony są wykorzystywane przede 
wszystkim jako „pułapki spinowe” w spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego 
(EPR). Ponieważ stres oksydacyjny oraz nitrozacyjny (wysokie stężenie wolnych rodników) stanowią 
jedną z przyczyn licznych procesów patologicznych, np. chorób sercowo-naczyniowych, neurodege-
neracyjnych oraz nowotworów, uzasadnione są badania właściwości przeciwutleniających oraz neu-
roprotekcyjnych niektórych N-podstawionych C-fosforylowanych nitronów, nitronów typu PPN oraz 
cyklicznych fosforylowanych nitronów. W niniejszym przeglądzie zostaną przedstawione fosforylo-
wane nitrony, ich metody syntezy, a także ich właściwości farmakologiczne oraz zastosowanie. 

Słowa kluczowe: fosforylowane nitrony, N-podstawione C-fosforylowane nitrony, N-alkilofosforylo-
wane C-arylonitrony, nitony typu PPN, cykliczne fosforylowane nitrony, DEPMPO, wolne rodniki  
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Abstract: Nitrones are an important group of chemical compounds which have found wide applica-
tion in many fields. Among them, phosphorylated derivatives are of special interest, including N-sub-
stituted C-phosphorylated nitrones, N-alkylphosphorylated C-arylnitrones (including PPN-type 
nitrones) cyclic phosphorylated nitrones (DEPMPO and its analogues). The introduction of the phos-
phoryl group significantly changed properties of the nitrones. N-substituted C-phosphorylated 
nitrones are applied in 1,3-dipolar cycloaddition for the preparation of isoxazolidines functionalized 
with phosphoryl group, which often exhibit biological activity. Isoxazolidine moiety mimics natural 
sugar in modified nucleotides exhibiting promising antiviral and anticancer activities. N-al-
kylphosphorylated C-arylnitrones and cyclic phosphorylated nitrones are used in the electron spin 
resonance (EPR) spin-trapping technique. Since oxidative and nitrosative stress (high concentration 
of the free radicals) are one of the causes of numerous pathological processes, e.g. cardiovascular 
diseases, neurodegenerative diseases and cancer, studies on the antioxidant and neuroprotective 
properties of some N-substituted C-phosphorylated nitrones, PPN-type nitrones cyclic phosphory-
lated nitrones are justified. In this review synthetic methods, pharmacological properties and the ap-
plication of phosphorylated nitrones will be presented. 

Keywords: phosphorylated nitrones, N-substituted C-phosphorylated nitrones, N-alkylphosphory-
lated C-arylonitrones, PPN-type nitrones, cyclic phosphorylated nitrones, DEPMPO, free radicals  
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Wykaz skrótów: 

 

A549 − linia komórkowa gruczolakoraka płuc 

Ac − grupa acetylowa 

Ac2O − bezwodnik octowy 

Ach − acetylocholina (test wykorzystywany do określenia funkcji mikrokrążenia) 

AcOH − kwas octowy 

AcONH4  octan amonu 

AMP − adenozyno-5′-monofosforan 

AMPK − kinaza białkowa aktywowana przez AMP 

ATP − adenozyno-5′-trifosforan 

AZT − 3′-azydo-3′-dideoksytymidyna 

BAEC − bydlęce komórki śródbłonka aorty 

Bu − grupa butylowa 

c-GMP − cykliczny 3′,5′-monofosforan guanozyny 

CSA − kwas kamforosulfonowy 

DBOPNs − (dibenzyloksyfosforylo)nitrony 

DCE − 1,2-dichloroetan 

DEOPNs − (dietoksyfosforylo)nitrony 

DIBAL-H − wodorek diizobutyloglinu 

DMD − dimetylodioksiran 

DME  eter dimetylowy 

DMF − N,N-dimetyloformamid 

DMSO − dimetylosulfotlenek 

DNA − kwas deoksyrybonukleinowy 

DPPH − rodnik 2,2-difenylo-1-pikrohydrazylowy (spektrofotometryczna metoda badająca właściwości 

przeciwutleniające) 

EC50 − stężenie badanej substancji powodujące pożądany efekt u 50% badanej populacji 

EPR − spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego 

Et − grupa etylowa 

EtOH  etanol 

FMCA − fluorymetryczny test cytotoksyczności 

Glut-4 − transporter glukozy 

GPx − peroksydaza glutationowa 

GSH − glutation 

HIV − ludzki wirus niedoboru odporności 

IC10 − stężenie badanej substancji hamujące wzrost komórek w 10% 

(tzw. pierwsza dawka toksyczna) 

IC50 − stężenie badanej substancji hamujące wzrost komórek w 50% 

i-Pr − grupa izopropylowa 

LDA − diizopropyloamidek litu 
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LDH − dehydrogenaza mleczanowa (test cytotoksyczności mierzący aktywność dehydrogenazy mle-

czanowej) 

m-CPBA − kwas m-chloronadbenzoesowy 

MDA − dialdehyd malonowy 

Me − grupa metylowa 

MeOH  metanol 

MK-801  dizocylpina; niekompetycyjny inhibitor receptora NMDA 

MTT − test cytotoksyczności polegający na pomiarze aktywności dehydrogenazy mitochondrialnej 

MW − promieniowanie mikrofalowe 

n-BuLi  n-butylolit 

PDGF − płytkopochodny czynnik wzrostu 

pEC50 − -log10 (EC50) 

Ph − grupa fenylowa 

Pr − grupa propylowa 

PSII − fotoukład II 

PSPO − odczynnik Davis’a; 3-fenylo-2-(fenylosulfonylo)-1,2-oksazyrydyna 

RFA − reaktywne formy azotu 

RFT − reaktywne formy tlenu 

Rmax − relaksacja maksymalna 

RSC − kora pomiędzy formacją hipokampa i płatem ciemieniowym 

SBA15-NH2  krzemionka typu SBA15 sfunkcjonalizowana grupą aminową 

SN2  substytucja nukleofilowa dwucząsteczkowa 

SNP − nitroprusydek sodu (test wykorzystywany do określenia funkcji mikrokrążenia) 

SOD − dysmutaza ponadtlenkowa 

THF − tetrahydrofuran 

TMSCl − chlorek trimetylosililu 

TMSOTf − triflurometanosulfonian trimetylosililu 

TRAP − metoda oznaczania całkowitej zdolności zmiatania wolnych rodników 

TRIMEB-NH2×HCl − chlorowodorek 6-monodeoksy-6-monoaminopermetylo β-cyklodekstryny 

TROLOX − kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylochromano-2-karboksylowy; pochodna witaminy E 

VPB − przedwczesne pobudzenie komorowe 

VT − częstoskurcz komorowy 

VF − migotanie komór  
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Wprowadzenie 

Po raz pierwszy wolne rodniki zostały zidentyfikowane w organizmach żywych w roku 1954 
(Commoner i in., 1954). Początkowo próby wyjaśnienia ich znaczenia podjął się Harman, który twier-
dził, że proces starzenia wywołany jest poprzez uszkodzenie komórek i tkanek pod wpływem działania 
wolnych rodników (Harman, 1956). W następnych latach określono funkcję dysmutazy ponadtlenko-
wej, odpowiedzialnej za rozkład anionorodnika ponadtlenkowego (McCord i Fridovic, 1969). Od tego 
czasu rozpoczęły się intensywne prace nad zbadaniem funkcji wolnych rodników w organizmach ży-
wych. 

Obecnie wolne rodniki zawierające atom tlenu zaliczane są do RFT (tzw. reaktywnych form tlenu; 
ang. Reactive oxygen species, ROS), natomiast wolne rodniki zawierające atom azotu – do RFA (tzw. 
reaktywnych form azotu; ang. Reactive nitrogen species, RNS) (Di Meo i in., 2016). Pełnią one funkcję 
cząstek sygnałowych, dzięki czemu mogą wpływać na różnorodne procesy fizjologiczne niezbędne do 
prawidłowego funkcjonowania organizmu. Podczas skurczu mięśni, kiedy konieczny jest nadmiar glu-
kozy, generowany jest nadtlenek wodoru (H2O2) aktywujący AMPK (kinazę białkową aktywowaną 
przez AMP), która pośredniczy w aktywacji białek transportowych Glut-4 odpowiedzialnych za trans-
port glukozy do mięśni (Sandstrom i in., 2006). Także rodnik tlenku azotu inicjuje transport glukozy 
do mięśni, jednak odbywa się to z udziałem innego szlaku metabolicznego, w którym mediatorem jest 
cGMP (cykliczny -3′,5′-monofosforan guanozyny) (Deshmukh i in., 2010). RFT (głównie H2O2) są rów-
nież cząstkami wpływającymi w sposób pośredni na proliferację komórek poprzez aktywację szlaku 
sygnałowego Wnt/β-katenina, który wywołuje ten proces poprzez aktywację transkrypcji genów: c-
Myc i Cykliny D1 (Funato i in., 2007). Dodatkowo aktywacja powyższego szlaku może uchronić przed 
apoptozą (Chen i in., 2001; Longo i in., 2002). Nadtlenek wodoru jest również przekaźnikiem wtórnym 
pobudzającym płytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF), w związku z czym w znaczący sposób wpływa 
na wzrost komórek (Sundaresan i in., 1995). Anionorodnik ponadtlenkowy O2

●− pełni rolę wewnątrz-
komórkowej wtórnej cząsteczki sygnalizacyjnej, aktywującej ścieżkę sygnalizacyjną ras/rac -Raf1-
MAPK (Buetler i in., 2004; Griendling i in., 2000). RFT (takie jak H2O2 czy ●OH) oraz RFA (anion kwasu 
nadtlenoazotowego ONOO‒) mogą stymulować pracę kanałów wapniowych odpowiadających za 
transport jonów Ca2+ poprzez zwiększenie lub zmniejszenie aktywności tych kanałów (Adachi i in., 
2004; Hool i Corry, 2007). Wolne rodniki wpływają również na pH w komórkach – wraz ze spadkiem 
stężenia anionorodnika ponadtlenkowego oraz wzrostem stężenia nadtlenku wodoru zmniejsza się 
pH (Pervaiz i Clement, 2007). Reaktywne formy tlenu odgrywają ponadto ważną rolę w odpowiedzi 
immunologicznej organizmu. Fagocyty, jedne z komórek odpornościowych organizmu, w momencie 
zetknięcia się z obcymi drobnoustrojami wytwarzają anionorodnik ponadtlenkowy, który następnie 
jest przekształcany w H2O2. Zjawisko to nazywane jest wybuchem tlenowym, tzw. respiratory burst 
(Babior, 1984; Bartosz, 2008). 

Jak pokazują powyższe przykłady, RFT oraz RFA w niewielkim stężeniu są niezbędne do prawi-
dłowego funkcjonowania organizmu. Z drugiej strony ich nadmiar jest wysoce szkodliwy (Valko i in., 
2007). W związku z tym, w celu zachowania odpowiedniego stężenia reaktywnych form tlenu oraz 
azotu w organizmie, wytworzony został system antyoksydacyjny unieszkodliwiający RFA oraz RFT, 
w którego skład wchodzą nieenzymatyczne antyoksydanty, takie jak witamina C, witamina E, gluta-
tion (GSH), karotenoidy oraz enzymatyczne antyoksydanty, np. dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) i pe-
roksydaza glutationowa (GPx) (Hensley i in., 2000; Valko i in., 2007). W szczególnych przypadkach, 
kiedy system antyoksydacyjny jest zaburzony i występuje znaczny wzrost wolnych rodników, mamy 
do czynienia z tzw. stresem oksydacyjnym (wysokie stężenie RFT) oraz stresem nitrozacyjnym (wyso-
kie stężenie RFA), co skutkuje wystąpieniem licznych patologicznych procesów (Valko i in., 2007). 
Podczas stresu oksydacyjnego oraz nitrozacyjnego reaktywne formy tlenu oraz azotu mogą wywołać 
uszkodzenia DNA (Brown i Borutaite, 2001; Dizdaroglu i in., 2002), białek (Pryor i in., 1994; Stadtman, 
2004) oraz peroksydację lipidów (Esterbauer i in., 1991; Marnett, 1999). W wyniku tych procesów 
mogą nastąpić zaburzenia transkrypcji, błędy replikacyjne, zaburzenie szlaków sygnałowych oraz po-
wstawać mutagenne produkty, np. dialdehyd malonowy (MDA), co jest związane z procesem karcy-
nogenezy (Valko i in., 2006; Valko i in., 2007). Wykazano również związek nadmiernej produkcji RFA i 
RFT z wystąpieniem chorób sercowo-naczyniowych (Bartosz, 2008; Bahorun i in., 2006; Dhalla i in., 
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2000), np. miażdżycy (Bartosz, 2008; Vogiatzi i in., 2009), urazów niedokrwienno-reperfuzyjnych 
(Bartosz, 2008; Perrelli i in., 2011), nadciśnienia (Harrison i in., 2007) i kardiomiopatii cukrzycowej 
(Kaludercic i Di Lisa, 2020). Liczne badania wykazują wpływ RFA oraz RFT na rozwój chorób neurode-
generacyjnych (Bartosz, 2008; Popa-Wagner i in., 2013), np. choroby Parkinsona (Bartosz, 2008; Zuo 
i Motherwell, 2013), choroby Alzheimera (Bartosz, 2008; Huang i in., 2016) czy stwardnienia rozsia-
nego (van Horssen i in., 2011). Stwierdzono, że mózg jest podatny na negatywne działanie wolnych 
rodników (Popa-Wagner i in., 2013) ze względu na wysoką zawartość lipidów, które pod wpływem ich 
działania mogą ulec peroksydacji do trans-4-hydroksynon-2-enalu (toksyczny dla aksonów i oligoden-
drocytów) (Comporti, 1989; Esterbauer i in., 1991; McCracken iin., 2000), ze względu na słaby me-
chanizm antyoksydacyjny (Cao i in., 1988; Piantadosi i Zhang, 1996) oraz duże zużycie tlenu, które 
prowadzi do wysokiego uwalniania anionorodnika ponadtlenkowego (Bartosz, 2008). 

Jak wykazano powyżej, wolne rodniki biorą udział w licznych procesach fizjologicznych oraz pa-
tologicznych, jednak ze względu na swoją wysoką reaktywność ich wykrycie jest niezwykle trudne, 
szczególnie rodnika hydroksylowego (Michaels i Hunt, 1973; Nakken i Pihl, 1965). Z tego względu do 
detekcji tych indywiduów chemicznych w systemach biologicznych wykorzystuje się spektroskopię 
elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR) z zastosowaniem tzw. pułapek spinowych. Pu-
łapki spinowe są to związki, które muszą wykazywać duże powinowactwo do wolnych rodników i 
wchodzić z nimi w reakcje, a co za tym idzie – tworzyć nowe, trwalsze rodniki, tzw. addukty spinowe, 
które następnie mogą zostać wykryte oraz scharakteryzowane (Perkins, 1980; Villamena i Zweier, 
2004). Ze względu na stosunkowo wysoką trwałość nitrony są jedną z ważniejszych grup związków 
stosowanych jako pułapki spinowe, tzw. spin–trapping agents (Villamena i Zweier, 2004). Do tej pory 
zaprojektowano wiele nitronów wykorzystywanych jako pułapki spinowe, wśród których największe 
znaczenie ma cykliczny nitron DMPO 1 (ang. 5,5-dimethyl-1-pyrroline N-oxide) (Arroyo i in., 1987; 
Finkelstein i in., 1980) oraz jego liczne analogi, w tym związki zawierające atom fosforu, np. nitron 
DEPMPO 2a (ang. 5-(diethoxyphosphoryl)-5-methyl-1-pyrroline-N-oxide) (Frejaville i in., 1995; Liu i in., 
1999) (Ryc. 1). Drugą grupę stanowią „liniowe” nitrony, do których zalicza się N-tert-butylo-α-fenylo-
nitron (PBN) 3 (ang. N-benzylidene-tert-butylamine N-oxide) (Janzen i in., 1992; Kalyanaraman i in., 
1993) oraz jego analogi, np. nitron PPN 4a (ang. N-benzylidene-1-diethoxyphosphoryl-1-methylethy-
lamine N-oxide) (Ryc. 1) (Zeghdaoui i in., 1995).  

 

Rycina 1. Wzory nitronów DMPO 1, DEPMPO 2a, PBN 3 oraz PPN 4a. 

Nitrony są wykorzystywane nie tylko w detekcji wolnych rodników, ale mogą również stanowić 
potencjalne terapeutyki w zwalczaniu licznych chorób, których podłoże stanowi stres oksydacyjny lub 
nitrozacyjny. Pierwsze tego typu badania zostały przeprowadzone już w latach 80. ubiegłego wieku i 
dotyczyły działania hamującego PBN 3 we wstrząsach pourazowych (Novelli i in., 1985, 1986). Dalsze 
badania wykazały neuroprotekcyjne działanie PBN 3 w udarze niedokrwiennym (Carney i in., 1991; 
Floyd, 1990). W późniejszych latach zsyntezowano jego pochodną NXY-059 5 (Ryc. 2) o właściwo-
ściach neuroprotekcyjnych, obecnie znaną pod nazwą OKN-007 5 (Fong i Rhoney, 2006; Shuaib i in., 
2007). Niestety, na etapie zaawansowanych badań klinicznych nitron ten okazał się nieskuteczny 
(Antonic i in., 2018). Wykazano natomiast jego wpływ na zmniejszanie się glejaka wielopostaciowego 
(Floyd i in., 2013; Garteiser i in., 2010; He i in., 2011; Towner i in., 2019). Można także znaleźć prace 
dotyczące właściwości przeciwutleniających nitronów typu PPN 4 (Cassien i in., 2016) oraz N-podsta-
wionych C-(dialkoksyfosforylo)nitronów 6 (Ryc. 2) (Piotrowska i in., 2019).  
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Rycina 2. Ogólny wzór nitronów typu PPN 4, wzór nitronu NXY-059 (OKN-007) 5 oraz N-podstawio-

nych C-(dialkoksyfosforylo)nitronów 6. 

Nitrony ze względu na swoją budowę stanowią także użyteczne substraty w reakcjach 1,3-dipo-
larnej cykloaddycji z alkenami prowadzących do otrzymania podstawionych izoksazolidyn (Padwa i 
in., 1984). Warto zwrócić uwagę, że w wyniku reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji mogą być genero-
wane nawet trzy centra stereogeniczne, przy czym ich konfiguracja jest zależna od podstawników 
obecnych w alkenie (Gothelf i Jorgensen, 1998; Padwa i in., 1984; Pellissier, 2007). Wiele pochodnych 
izoksazolidyn uzyskanych w wyniku reakcji nitronów z alkenami wykazuje aktywność przeciwdrobno-
ustrojową (Damodiran i in., 2009; Kumar i in., 2003). Ponadto fragment izoksazolidynowy pełni rolę 
pierścienia cukrowego w modyfikowanych nukleotydach o wysokiej aktywności przeciwnowotworo-
wej oraz przeciwwirusowej (Chiacchio i in., 2005; Piotrowska i in., 2017; Romeo i in., 2012). 

Na szczególną uwagę zasługują związki zawierające w swojej strukturze wiązanie C−P, które jest 
odporne na hydrolizę kwasową i zasadową, a także działanie enzymu fosfatazy oraz fosfodiesterazy 
(Cao i in., 2019). Liczne badania wykazały, że wprowadzenie grupy dietoksyfosforylowej do nitronów 
powszechnie stosowanych jako tzw. pułapki spinowe znacząco poprawia ich właściwości. Przede 
wszystkim obecność tej grupy wpływa na zwiększenie trwałości nitronów oraz ich adduktów z wol-
nymi rodnikami (Tuccio i in., 1995; Zeghdaoui i in., 1995), a dodatkowo fosforowa stała sprzężenia 
pozwala rozróżnić poszczególne rodniki w badanych układach (Zeghdaoui i in., 1995). 

Z uwagi zarówno na duże znaczenie nitronów w detekcji wolnych rodników w systemach biolo-
gicznych, jak również ich potencjalne zastosowanie jako terapeutyków w leczeniu chorób neurolo-
gicznych oraz znaczenie w syntezie organicznej związków biologicznie ważnych, w niniejszym przeglą-
dzie zostanie omówiona grupa nitronów zawierających w swojej strukturze atom fosforu. Nitrony, ze 
względu na swoją budowę oraz położenie grupy fosforylowej, zostały podzielone na trzy główne 
grupy, tj. N-podstawione C-fosforylowane nitrony, gdzie grupa alkoksyfosforylowa jest umiejsco-
wiona przy C-końcu, „liniowe” fosforylowane nitrony z grupą fosforylową położoną przy N-końcu oraz 
cykliczne nitrony. Przedstawiono przykłady, metody syntezy, a także zastosowania ww. nitronów. 

1. Synteza i zastosowanie N-podstawionych C-fosforylowanych nitronów 

N-podstawione C-fosforylowane nitrony stanowią klasę nitronów, w których grupa fosforylowa jest 
przyłączona do C-końca (Chiacchio i in., 2005, 2006; Piotrowska, 2006a; Piotrowska i in., 2019). Wśród 
nich można wyróżnić nitrony, w których grupa fosforylowa jest bezpośrednio przyłączona do reszty 
nitronowej (Piotrowska, 2006a; Piotrowska i in., 2019) lub jest od niej oddzielona łańcuchem alkilo-
wym (Chiacchio i in., 2005, 2006). 

1.1. Synteza N-podstawionych C-fosforylowanych nitronów 

1.1.2. Synteza N-podstawionych C-(dialkoksyfosforylo)nitronów 6 

Wśród N-podstawionych C-(dialkoksyfosforylo)nitronów 6 można wyróżnić (dietoksyfosforylo)ni-
trony (DEOPNs) 6a–e oraz (dibenzyloksyfosforylo)nitrony (DBOPNs) 6f–g (Ryc. 3) (Piotrowska i in., 
2019).  
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Rycina 3. Wzory nitronów 6a–g. 

W syntezie nitronów 6a–e jako substrat wykorzystano hydroksymetylofosfonian dietylu 7a, który 
w wyniku utleniania Swerna przekształcono w formylofosfonian dietylu 8a, a następnie bez oczysz-
czania poddawano reakcji z odpowiednią hydroksyloaminą (Schemat 1) (Piotrowska, 2006a; 
Piotrowska i in., 2019; Piotrowska i Glowacka, 2007a). W analogiczny sposób otrzymano nitrony 6f–
g przy wykorzystaniu jako substratu hydroksymetylofosfonianu dibenzylu 7b (Schemat 1) (Piotrowska 
i in., 2019). Nitrony 6a–g otrzymano z wysokimi wydajnościami mieszczącymi się w zakresie od 70% 
do 87% (Piotrowska, 2006a; Piotrowska i in., 2019; Piotrowska i Glowacka, 2007a), z wyjątkiem ni-
tronu 6e, dla którego wydajność wynosiła zaledwie 20% (Piotrowska i in., 2019).  

 

Schemat 1. Synteza nitronów 6a–g. Odczynniki i warunki reakcji: a) (COCl)2, DMSO, -78°C; 

b) R1NHOH, temp.pokojowa, 20–87%. 

 

Nitrony 6a–d oraz 6f–g w roztworze deuterowanego chloroformu w temperaturze pokojowej 
istnieją jako równowagowe mieszaniny izomerów E/Z, gdzie dominuje izomer Z. Nitron 6e występuje 
wyłącznie jako izomer Z. Co ciekawe, w roztworze DMSO wszystkie nitrony 6 są izomerami Z (Piotrow-
ska, 2006a; Piotrowska i in., 2019; Piotrowska i Glowacka, 2007a). 

Opracowano również syntezę N-metylo-C-(dietoksyfosforylo)nitronu 6a z zastosowaniem łagod-
niejszych warunków. Jako substrat wykorzystano hydroksymetylofosfonian dietylu 7a, który w pierw-
szym etapie przekształcano w mesylan 9. Reakcja związku 9 z N-metylohydroksyloaminą prowadzi do 
utworzenia fosfonianu 10, który następnie utleniany tlenkiem manganu(IV) daje nitron 6a (Schemat 
2) (Romeo i in., 2012). Wadą tej metody w przeciwieństwie do wcześniej przedstawionej z zastoso-
waniem utleniania Swerna jest jej kilkuetapowy przebieg i konieczność oczyszczania każdego z uzy-
skanych związków pośrednich, co wpływa na obniżenie sumarycznej wydajności. 
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Schemat 2. Synteza nitronu 6a. Odczynniki i warunki reakcji: a) MeSO2Cl, CH2Cl2, Et3N, -10°C, a na-

stępnie temp. pokojowa, 2 godz., 90%; b) MeNHOH, Et3N, temp. wrzenia, 6 godz., 50%; c) MnO2, 

CH2Cl2, temp. pokojowa, 18 godz., 60%. 

 

1.1.3. N-metylo C-(dietoksyfosforyloalkilo)nitrony 

W przeciwieństwie do N-podstawionych C-(dialkoksyfosforylo)nitronów 6, N-metylo-C-(dietoksyfos-
forylometylo)nitron 11 oraz N-metylo-C-(dietoksyfosforyloetylo)nitron 12 posiadają grupę dietoksy-
fosforylową oddaloną od grupy nitronowej o odpowiednio jeden lub dwa atomy węgla (Rycina 4) 
(Chiacchio i in., 2005, 2006). 

 

 

Rycina 4. Wzory N-metylo-C-(dietoksyfosforylometylo)nitronu 11 i N-metylo-C-(dietoksyfosforyloe-

tylo)nitronu 12. 

N-metylo-C-(dietoksyfosforylometylo)nitron 11 otrzymano w dwuetapowej sekwencji reakcji 
przy wykorzystaniu jako substratu 2,2-dietoksyetylofosfonianu dietylu 13 (Chiacchio i in., 2005), który 
w pierwszym etapie pod wpływem żywicy jonowymiennej Amberlist-15 ulegał hydrolizie do formylo-
metylofosfonianu 14 (Chiacchio i in., 2005; Coppola, 1984). W kolejnym etapie związek 14 poddano 
reakcji z N-metylohydroksyloaminą, w wyniku czego z wydajnością 95% otrzymano nitron 11 (Sche-
mat 3), który występuje w postaci równowagowej mieszaniny dwóch izomerów Z/E (5:1) (Chiacchio i 
in., 2005).  

 

Schemat 3. Synteza N-metylonitronu 11. Odczynniki i warunki reakcji: a) Amberlist-15, aceton, temp. 

pokojowa, 18 godz., 95%; b) MeNHOH×HCl, Et3N, toluen, temp. pokojowa, 3 godz, 95%. 

 

N-metylo-C-(dietoksyfosforyloetylo)nitron 12 otrzymano z dietyloacetalu 3-chloropropionoalde-
hydu 15, który w reakcji Arbuzowa, a następnie hydrolizy kwasowej przekształcono w aldehyd 16 
(Iorga i in., 1998; Chiacchio i in., 2006). W końcowym etapie związek 16 poddano reakcji z N-metylo-
hydroksyloaminą otrzymując nitron 12 z wydajnością 85% (Schemat 4) jako równowagową miesza-
ninę izomerów Z/E (6:1). Ponieważ nitron 12 jest nietrwały i po kilku dniach ulega rozkładowi, natych-
miast poddawany był następnym przekształceniom (Chiacchio i in., 2006). 
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Schemat 4. Synteza N-metylo-C-(dietoksyfosforyloetylo)nitronu 12. Odczynniki i warunki reakcji: 

a) (EtO)3P, temp. wrzenia, 12 godz.; b) 10% HCl, 90°C, 2 godz.; c) MeNHOH×HCl, Et3N, CH2Cl2, temp. 

pokojowa, 5 godz., 85%. 

1.2. Zastosowanie N-podstawionych C-fosforylowanych nitronów 

Reakcje 1,3-dipolarnej cykloaddycji N-podstawionych C-fosforylowanych nitronów z podstawionymi 
alkenami prowadzą do odpowiednich izoksazolidyn 17 sfunkcjonalizowanych ugrupowaniem dialkok-
syfosforylowym, w których w zależności od użytego alkenu generowane mogą być nawet trzy nowe 
centra stereogeniczne (Piotrowska, 2006a; Piotrowska, 2006b; Piotrowska i Glowacka, 2007a; 
Piotrowska i Glowacka, 2007b). Izoksazolidyny 17 ze względu na obecność wiązania N−O mogą sta-
nowić użyteczne substraty w syntezie innych związków biologicznie ważnych, np. fosfonianowych 
analogów aminokwasów. Opracowano syntezę wszystkich czterech stereoizomerów fosforylowych 
analogów 4-hydroksyproliny 18 (Piotrowska i Glowacka, 2007a) oraz obu enancjomerów analogu ho-
moseryny 19 (Piotrowska i Glowacka, 2007b) (Ryc. 5).  

 

 

Rycina 5. Wzory fosforylowanych izoksazolidyn 17, fosforylowych analogów 4-hydroksyproliny 18 

oraz homoseryny 19. 

 

Nitrony 6a–b oraz 11 zostały również wykorzystane do syntezy analogów nukleotydów, w któ-
rych pierścień cukrowy zastąpiono szkieletem izoksazolidynowym. Zaproponowano dwie strategie 
syntezy modyfikowanych nukleotydów z wykorzystaniem 1,3-dipolarnej cykloaddycji nitronów 6a–b 
oraz 11 (Chiacchio i in., 2005; Chiacchio i in., 2006; Chiacchio i in., 2007; Giofre i in., 2015; Lysakowska 
i in., 2014; Piotrowska i in., 2016; Piotrowska i in., 2017; Romeo i in., 2012). Pierwsze podejście opiera 
się na reakcji odpowiedniego nitronu 6a lub 11 z octanem winylu 20 lub z 2-acetoksyakrylanem etylu 
21 co pozwoliło uzyskać diastereoizomeryczne izoksazolidyny 22−24, które w reakcji sprzęgania z od-
powiednią sililowaną nukleozasadą przekształcono w analogi nukleotydów 25−27 (Schemat 5) 
(Chiacchio i in., 2005; Chiacchio i in., 2006; Chiacchio i in., 2007; Romeo i in., 2012). 
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Schemat 5. Synteza izoksazolidynowych analogów nukleotydów 25−27. Odczynniki i warunki reakcji: 

a) THF, temp. wrzenia, 24 godz., 80%; b) 60°C, 24 godz., 90%; c) MeCN, TMSOTf, sililowana nukleo-

zasada, 55–70°C, 5–6 godz., 61–90%. 

Zaproponowana metoda pozwoliła na otrzymanie szeregu analogów nukleotydów 25−27, posia-
dających naturalną bądź „modyfikowaną” nukleozasadę (Chiacchio i in., 2005; Chiacchio i in., 2006; 
Chiacchi, 2007; Romeo i in., 2012). Analogi nukleotydów 26a–b (Ryc. 6) wykazywały zdolność do in-
hibicji wirusa HIV i jednocześnie odznaczały się niską cytotoksycznością w porównaniu z lekiem refe-
rencyjnym − 3′-azydo-3′-dideoksytymidyną (AZT) (Romeo i in., 2012). Natomiast związki 27a–b (Ryc. 
6) były inhibitorami odwrotnej transkryptazy, nie wykazując jednocześnie toksyczności w stosunku 
do użytych linii komórkowych (Chiacchio i in., 2005). 

 

Rycina 6. Przykłady izoksazolidynowych analogów nukleotydów 26a–b i 27a–b o aktywności przeciw-

wirusowej. 

W alternatywnej metodzie wykorzystano cykloaddycję nitronów 6a–b z winylowaną lub allilo-
waną nukleozasadą, która bezpośrednio prowadzi do otrzymania odpowiednich diastereoizomerycz-
nych analogów nukleotydów cis/trans-25, 28 i 29 (Schemat 6) (Giofre i in., 2015; Lysakowska i in., 
2014; Piotrowska i in., 2016; Piotrowska i in., 2017). 
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Schemat 6. Synteza izoksazolidynowych analogów nukleotydów 25, 28 i 29. Odczynniki i warunki re-

akcji: a) winylowana nukleozasada, CH2Cl2, MW, 100W, 90°C, 2 godz., 93–96%; b) winylowana nukle-

ozasada, toluen, 70°C, 24 godz., 80–88%; c) allilowana nukleozasada, toluen lub toluen−EtOH lub 

toluen−CHCl3, 60°C, 24−72 godz., 53–100%. 

Uzyskano w ten sposób biologicznie aktywne nukleotydy 28a–c i 29a–d, w których naturalną 
nukleozasadę zastąpiono chinazolino-2,4-dionem sfunkcjonalizowanym przy N3 podstawnikiem ben-
zylowym albo benzoilowym (Ryc. 7) (Piotrowska i in., 2017). 

 

 

Rycina 7. Przykłady izoksazolidynowych analogów nukleotydów 28a–c i 29a–d o aktywności przeciw-

wirusowej. 

Mając na uwadze zdolności nitronów do wychwytywania wolnych rodników zbadano właściwo-
ści przeciwutleniające oraz neuroprotekcyjne N-podstawionych C-(dialkoksyfosforylowanych) nitro-
nów 6a-g. Z przeprowadzonych badań wynika, że każdy z nich wykazuje umiarkowane właściwości 
neuroprotekcyjne oraz przeciwutleniające, jednakże nitron 6e okazał się najskuteczniejszym związ-
kiem neuroprotekcyjnym, chroniącym przed nekrozą oraz peroksydacją lipidów, a także wychwytują-
cym rodnik ponadtlenkowy. Dzięki tym właściwościom może on stanowić potencjalny lek w choro-
bach, w których podstawę stanowi stres oksydacyjny (Piotrowska i in., 2019). 
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2. Synteza i zastosowanie N-alkilofosforylowanych C-arylonitronów 

W tym rozdziale zostanie omówiona kolejna klasa nitronów, w których grupę alkilofosforylową wpro-
wadzono na atom azotu funkcji nitronowej. Można wśród nich wyróżnić kilka grup, z których najlicz-
niejszą i najlepiej zbadaną są tzw. nitrony typu PPN 4.  

2.1. Synteza N-alkilofosforylowanych C-arylonitronów 

2.1.1. Nitrony typu PPN 

Nitrony typu PPN stanowią dużą grupę związków, których strukturę można przedstawić za pomocą 
ogólnego wzoru 4 (Ryc. 8) (Cassien i in., 2016; Deletraz i in., 2019; Rizzi i in., 1997; Rizzi i in., 2002; 
Zeghdaoui i in. 1995).  

 

Rycina 8. Wzór ogólny nitronów typu PPN 4. 

Do tej pory opracowano dwie metody pozwalające otrzymać nitrony typu PPN 4 (Cassien i in., 
2016; Deletraz i in., 2019; Rizzi i in., 1997; Rizzi i in., 2002; Roubaud i in., 1996; Zeghdaoui i in., 1995). 
W pierwszej z nich aceton poddano reakcji z fosforynem dietylowym, a otrzymany aminofosfonian 30 
utleniono nadmanganianem potasu do (2-nitroprop-2-ylo)fosfonianu dietylu 31. Związek 31 poddano 
następnie redukcji cynkiem i otrzymano, w zależności od użytego aldehydu i zastosowanych warun-
ków reakcji, nitron 4a z grupą fenylową albo 4b z fragmentem N-tlenku pirydyny (Schemat 7) 
(Zeghdaoui i in., 1995). 

 

Schemat 7. Synteza nitronu 4a oraz 4b. Odczynniki i warunki reakcji: a) HP(O)(OEt)2, NH3; b) KMnO4; 

c) AcOH, EtOH, Zn, benzaldehyd, 30%; d) Zn, NH4Cl, EtOH, N-tlenek 4-formylopirydyny, 27%. 
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Ze względu na niską wydajność przedstawionej powyżej metody, nie przekraczającej w ostatnim 
etapie 30%, opracowano alternatywną syntezę pozwalającą otrzymać związki 4a–n z wydajnościami 
często sięgającymi 90%. Wykorzystuje ona reakcję [2-(N-hydroksyloamino)prop-2-ylo]fosfonianu die-
tylu 32 z odpowiednimi aldehydami 33a, 33c–k oraz 34b i 34l–n (Schemat 8) (Cassien i in., 2016; 
Deletraz i in., 2019; Rizzi i in., 1997; Rizzi i in., 2002; Roubaud i in., 1996).  

 

 

Schemat 8. Synteza nitronów 4a–n. Odczynniki i warunki reakcji: a) EtOH, 55°C, 3 godz., ~90%;  

b) EtOH, 60°C, 22 godz., 93%; c) THF lub DCE, MgSO4, 100°C, 4 godz., 35–70%. 

 

Analogiczną strategię wykorzystano również w syntezie pochodnych PPN zawierających w swojej 
strukturze fragment związku naturalnego, np. glutationu 35 (Liu i in., 2011) albo cząsteczki cukru 36 
(Ouari i in., 1998) (Ryc. 9).  
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Rycina 9. Wzory nitronów 35 oraz 36. 

 

Nitron 35 otrzymano w trzyetapowej sekwencji reakcji: kondensacji aldehydu 37 z N-hydroksy-
loaminofosfonianem 32, wymiany chlorowca w utworzonym związku 38 poprzedzającej nukleofilową 
substytucję w jodopochodnej 39 glutationem (Schemat 9) (Liu i in., 2011). 

 

 

Schemat 9. Synteza nitronu 35. Odczynniki i warunki reakcji: a) CHCl3, N2, temp. wrzenia, 4 godz., 

91%; b) NaI, EtOH, temp. wrzenia, 80 godz., 61%; c) glutation, temp. pokojowa, bufor fosforanowy 

(0,1 M, pH = 7,4), bez dostępu światła, 25°C, 18 godzin, 100%. 
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W syntezie glikozylowej pochodnej 36 kluczową reakcją była kondensacja sfunkcjonalizowanego 
aldehydu 40 z N-hydroksyloaminofosfonianem 32. Wydzielenie finalnego związku 36 wymagało w 
końcowym etapie hydrolizy ugrupowań acetylowych (Schemat 10) (Ouari i in., 1998). 

 

 

Schemat 10. Synteza nitronu 36. Odczynniki i warunki reakcji: 

a) (N-hydroksyloamino)-1-metyloetylofosfonian dietylu 32, THF, argon, 40°C, 76 godz., 60%; 

b) EtONa, EtOH, argon, 20°C, 20 min., 98%. 

 

2.1.2. Poli(fosforylowane)nitrony 42 

Poli(fosforylowane)nitrony 42 stanowią kolejną grupę nitronów, które zawierają w swojej strukturze 
dwie, a nawet trzy funkcje nitronowe. Przedstawicielami tej klasy związków są nitrony 42a–d 
(Ryc. 10).  

 

Rycina 10. Wzory nitronów 42a–d. 
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W syntezie nitronów 42a–d wykorzystano reakcję kondensacji poliformylowych związków arylo-
wych 43a–d z N-hydroksyloaminofosfonianem dietylu 32 (Schemat 11) (Roubaud i in., 2002).  

 

Schemat 11. Synteza nitronów 42a–d. Odczynniki i warunki reakcji: a) EtOH, 55°C, 3 godz., 64–89%; 

b) benzen, 55°C, 3 godz., 65%. 

 

2.1.3. Fosforylowane nitrony, pochodne tlenków difenylofosfiny 

Odrębną grupę fosforylowanych nitronów stanowią związki posiadające grupę difenylofosfinylową 
przyłączoną do N-końca. Do tej grupy związków należą nitrony o ogólnym wzorze 44 (Ryc. 11). 

 

Rycina 11. Wzór ogólny nitronów 44. 

 
Nitrony 44a–d otrzymano w sekwencji reakcji obejmującej syntezę imin 46a–d, które bez oczysz-

czania przekształcono w odpowiednie tlenki α-aminodifenylofosfiny 47a–d, utlenione w końcowym 
etapie oksonem do związków 44a–d (schemat 12) (Shioji i in., 2006). 

 

Schemat 12. Synteza nitronów 44a–d. Odczynniki i warunki reakcji: a) aceton, SiO2, promieniowanie 

mikrofalowe, 1 min.; b) tlenek difenylofosfiny, SiO2, promieniowanie mikrofalowe, 1 min., całkowita 

wydajność po dwóch etapach: 63–69%; c) okson, aceton/NaHCO3, temp. pokojowa, 1 godz., 34–37%. 

 

2.2. Zastosowanie fosforylowanych nitronów 

Wśród fosforylowanych nitronów na szczególną uwagę zasługują nitrony typu PPN 4. Najważniejsze 
wśród nich – nitrony PPN 4a oraz 4-PyOPN 4b – zostały po raz pierwszy zsyntezowane już w latach 
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90. ubiegłego wieku. Jako fosforylowane analogi związku PBN 3 początkowo znalazły zastosowanie 
przede wszystkim jako pułapki spinowe w spektroskopii EPR. Wprowadzenie grupy dietoksyfosfory-
lowej w znaczny sposób poprawiło właściwości nitronów w stosunku do ich niefosforylowanych ana-
logów. Pierwsze badania wykazały, że addukty spinowe związków PPN 4a oraz 4-PyOPN 4b z wolnymi 
rodnikami wykazują znacznie dłuższe okresy półtrwania niż odpowiednie addukty nitronów PBN 3 
oraz 4-PyOBN 48 (Ryc. 12). 

 

Rycina 12. Wzory nitronów 3 i 48 oraz ich fosforylowanych analogów nitronów 4a i 4b. 

Stwierdzono również, że addukty spinowe nitronu PPN 4a oraz 4-PyOPN 4b utworzone z rodni-
kami hydroksylowym oraz ponadtlenkowym są rozróżnialne w środowisku wodnym, co jest niemoż-
liwe w przypadku PBN 3 oraz 4-PyOBN 48 (Zeghdaoui i in., 1995). W późniejszych latach badania nad 
adduktami rozszerzono o inne pochodne nitronów typu PPN 4, które różniły się między sobą lipofilo-
wością. Zmiana lipofilowości uzyskana poprzez wprowadzenie różnych podstawników w obrębie pier-
ścienia aromatycznego 4a–n (Cassien i in., 2016; Rizzi i in., 1997), a także przyłączenie dodatkowych 
cząsteczek, np. glutationu 35 (Liu i in.,. 2011) lub glikozydu 36 (Ouari i in., 1998), umożliwia wykorzy-
stywanie ich jako pułapek spinowych w różnych środowiskach, zarówno w wodnym, jak również w 
organicznym lub lipidowym (Ouari i in., 1998; Rizzi i in., 1997). Nitrony mogą zatem znaleźć zastoso-
wanie w badaniach in vivo (Rizzi i in., 2002). Dodatkową zaletą jest możliwość identyfikacji ich adduk-
tów z różnymi rodnikami na podstawie widm EPR, co jest spowodowane obecnością sprzężenia po-
między niesparowanym elektronem oraz jądrem atomu fosforu (Rizzi i in., 1997). Wykazano, że 
poli(fosforylo)nitrony posiadające odpowiednio dwie, a nawet trzy grupy nitronowe (42a–d) wyka-
zują znaczną lipofilowość, wyższą niż nitron DEPMPO 2a, co ma wpływ na ich zdolność do przenikania 
przez błony komórkowe (Roubaud i in., 2002). Rolę pułapek spinowych mogą pełnić również nitrony 
44a–d, w których grupa dietoksyfosforylowa została zastąpiona grupą difenylofosfinylową. Ich ad-
dukty spinowe utworzone z rodnikami hydroksylowym oraz ponadtlenkowym są wysoce trwałe, a ich 
widma EPR – łatwe w rozróżnieniu (Shioji i in., 2006). Wysoką trwałość z różnymi wolnymi rodnikami 
wykazują nitrony połączone z cząsteczką glutationu 35 lub glikozydu 36 (Liu i in., 2011; Ouari i in., 
1998). Co więcej, nitrony 35 oraz 36 mogą nie tylko stanowić efektywne pułapki spinowe, ale także 
określać miejsce wytworzenia wolnych rodników w komórce. Wykazano, że związek 35 ze względu 
na obecność cząsteczki glutationu w swojej strukturze jest zdolny do wychwytywania anionorodnika 
w błonie PSII chloroplastów (Liu i in., 2011), natomiast związek 36 jest rozpoznawany przez lektyny 
(Ouari i in., 1998). 

W ostatnich latach wzrosło zainteresowanie potencjalnym zastosowaniem nitronów w leczeniu 
niektórych schorzeń, takich jak choroby neurodegeneracyjne, nowotwory czy urazy niedokrwienno-
reperfuzyjne. Początkowo badano aktywność jedynie niefosforylowanych „liniowych” nitronów, 
wśród których PBN 3 wykazywał działanie hamujące we wstrząsach pourazowych (Novelli i in., 1985; 
Novelli i in., 1986) oraz działanie neuroprotekcyjne w udarze niedokrwiennym (Carney i in., 1991; 
Floyd, 1990). Natomiast analog NXY-059 5 (znany obecnie pod nazwą OKN-007) wpływał na zmniej-
szanie się glejaka wielopostaciowego (Floyd i in., 2013; Garteiser i in., 2010; He i in., 2011; Towner i 
in., 2019). Wykazano również właściwości farmakologiczne niektórych nitronów typu PPN 4 będących 
fosforylowanymi analogami PBN 3. Udowodniono m.in. właściwości kardioprotekcyjne nitronu PPN 
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4a oraz 4-PyOPN 4b podczas urazów niedokrwienno-reperfuzyjnych serca. Przeprowadzono ekspery-
ment na szczurach, w którym indukowano in vivo niedokrwienie mięśnia sercowego poprzez podwią-
zanie tętnicy wieńcowej lewej przedniej zstępującej przez 5 minut, a następnie przywracano przepływ 
krwi (reperfuzję) w ciągu 15 minut poprzez usunięcie zacisku. W trakcie eksperymentu kontrolowano 
podstawowe parametry, takie jak przedwczesne pobudzenie komorowe (VPB), częstoskurcz komo-
rowy (VT), a także migotanie komór (VF). Przygotowano pięć grup zwierząt, którym podano odpo-
wiednio: 0,9% NaCl (grupa kontrolna), PBN 3 (120 μmol/kg), PPN 4a (120 μmol/kg), 4-PyOPN 4b 
(120 μmol/kg) oraz lek przeciwarytmiczny amiodaron (14,7 μmol/kg). W eksperymencie stwierdzono, 
że podanie nitronów PPN 4a oraz 4-PyOPN 4b podczas reperfuzji początkowo wywoływało spadek, a 
następnie wzrost średniego ciśnienia tętniczego, co powodowało osiągnięcie odpowiednio 64±16 
oraz 54±16 mmHg. Należy również zauważyć, że podanie nitronów 4a oraz 4b nie wyeliminowało 
całkowicie częstoskurczu komorowego (VT), jednak zmniejszyło występowanie migotania komór (VF), 
a także zmniejszyło śmiertelność do 33% w porównaniu z grupą kontrolną (Tab. 1) (Vergely i in., 2003). 

 

Tabela 1. Całkowity czas trwania rytmu zatokowego podczas niedokrwienia i reperfuzji, całkowita 

liczba VPB, całkowity czas trwania VT, całkowity czas trwania VF oraz śmiertelność u szczurów. 

Związek 

Liczeb-

ność ba-

danej 

grupy 

Całkowity 

rytm zato-

kowy (s) 

Całkowity 

VPB  

(n) 

Całkowity VT 

(s) 

Całkowity VF 

(s) 

Śmiertelność 

0,9% NaCl n=10 367±40 39,2±10,2 156±39 378±104 6/10 

PBN n=9 692±28 66,3±18,1 157±53 161±82 3/9 

PPN n=9 590±43 56,0±8,7 165±57 145±72 3/9 

4-PyOPN n=9 523±47 56,4±6,3 134±54 165±89 3/9 

amiodaron n=9 900±0 0 0 0 0/9 

 
Wspomniane nitrony charakteryzowały się również słabym działaniem przeciwutleniającym, 

które wykazano poprzez badanie ich zdolności do ochrony β-allofikocyjaniny przed utleniającym 
wpływem rodnika hydroksylowego (Vergely i in., 2003). Analizowano także właściwości przeciwutle-
niające nitronów typu PPN, związki 4h–k, w których pierścień aromatyczny był sfunkcjonalizowany 
grupami hydroksylowymi lub metoksylowymi. Użyto trzech metod: DPPH (z zastosowaniem rodnika 
2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylowego), TRAP (ang. Total Reactive Antioxidant Potential), a także bada-
nia zdolności do wychwytywania anionorodnika ponadtlenkowego w porównaniu z kwercetyną i 
TROLOX-em (Tab. 2) (Cassien i in., 2016). 

 

Tabela 2. Właściwości przeciwutleniające nitronów 4h–k. 

Związek 
DPPH  

EC50 [μM] 
TRAP [TE]a 

Wychwytywanie 

anionorodnikab 

IC50 [µM] 

4h 22±1 2,22±0,16 0,2±0,1 

4i 19±1 1,46±0,09 0,9±0,1 

4j 254±9 1,91±0,1 28,6±1,1 

4k 190±11 1,44±0,13 72,1±3,9 

TROLOX 20±1 1,00 13,3±1,1 

kwercetyna 13±2 6,28±0,06 0,5±0,1 
a TE– ekwiwalent TROLOX-u; b aktywność wychwytywania anionorodnika ponadtlenkowego określono poprzez oznaczenie chemilumine-

scencji lucygeniny 

 
Ze względu na właściwości przeciwutleniające omawiane nitrony 4h–k przebadano pod wzglę-

dem ich cytotoksyczności na linii komórkowej A549 (linia komórkowa gruczolakoraka płuc) poprzez 
oznaczenie wewnątrzkomórkowego ATP oraz z zastosowaniem testu FMCA i MTT. Zbadano również 
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ich cytotoksyczność w stosunku do bydlęcych komórek śródbłonka aorty (BAEC) poprzez pomiar LDH 
oraz z wykorzystaniem testu MTT (Tab. 3) (Cassien i in., 2016). 

 

Tabela 3. Cytotoksyczność nitronów 4h-k względem linii komórkowych A549 i BAEC. 

Związek 

A549 BAEC 

FMCA ATP MTT MTT LDH 

IC50 (mM) 
IC10 

(mM) 
Δ (%)a 

4h 1,9±0,1 1,9±0,2 1,3±0,3 0,5±0,1 28±3 

4i 0,6±0,1 0,6±0,1 0,7±0,2 0,2±0,1 29±1 

4j 6,4±0,6 4,3±0,3 3,9±0,2 0,7±0,0 23±3 

4k 12,0±0,5 14,8±0,6 15,3±0,2 2,6±0,1 8±4 
a Procent spadku całkowitej wewnątrzkomórkowej zawartości LDH w komórkach poddanych działaniu związków 4h–4k w stężeniu 15 mM 

przez 3 godziny. 

 
Z danych przedstawionych w Tabeli 3 wynika, że związki 4h–k wykazywały niską cytotoksyczność 

zarówno względem komórek nowotworowych, jak również komórek śródbłonka aorty. Można rów-
nież zauważyć, że im więcej grup metoksylowych w cząsteczce, tym cytotoksyczność związku była 
niższa. Dodatkowo wykonano testy z wykorzystaniem SNP oraz Ach, które dowiodły, że nitrony 4h–k 
powodują obniżenie napięcia naczyń krwionośnych (Tab. 4) (Cassien i in., 2016). 

 

Tabela 4. Wpływ nitronów 4h–k na relaksację pierścieni aorty śródbłonka (test SNP) oraz na relak-

sację pierścieni aorty śródbłonka wystawionych na działanie anionorodnika (Ach). 

Związek 

SNP Ach 

Pierścienie śródbłonka aorty 

pEC50 
Rmax 

(%) 
czułość 

pEC50 

relaksacja 

Rmax (%) 

4h 9,01±0,06 103±3 7,39±0,05 93±1 

4i 8,98±0,11 104±3 7,55±0,05 93±1 

4j 8,99±0,03 100±3 7,27±0,04 86±1 

4k 8,66±0,04 100±3 7,17±0,08 72±2 

 

3. Synteza i zastosowanie cyklicznych fosforylowanych nitronów 

W ostatnim rozdziale zostanie omówiona grupa fosforylowanych pochodnych nitronu DMPO 1 
(Ryc. 1, str. 10), które ogólnie można zaklasyfikować jako cykliczne fosforylowane nitrony. Podstawę 
ich struktury stanowi pierścień pirolidyny, który jest sfunkcjonalizowany różnymi grupami funkcyj-
nymi. Pierwszym przedstawicielem tej grupy jest DEPMPO 2a (Ryc. 1, str. 10), zsyntezowany w poło-
wie lat 90. ubiegłego stulecia. W późniejszych latach otrzymano jego liczne analogi, różniące się grupą 
fosforylową (Chalier i Tordo, 2002; Clement i in., 2002; Frejaville i in., 1995; Nishizawa i in., 2007; 
Shioji i in., 2003; Shioji i in., 2007a; Shioji i in., 2007b; Stolze i in., 2000) oraz sfunkcjonalizowane w 
pozycji C3 (Chalier i in., 2014; Nsanzumuhire i in., 2004) lub C4 (Chalier i in., 2007; Hardy i in., 2005a; 
Hardy i in., 2014), a także pochodne DEPMPO 2a, w których grupa metylowa przy C5 została zastą-
piona inną grupą funkcyjną (Huang i in., 2015; Karoui i in., 1999; Xu i in., 2002). 
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3.1. Synteza cyklicznych fosforylowanych nitronów 

3.1.1. DEPMPO 2a oraz jego alkoksy-, alkilo- oraz arylofosforylowane pochodne  

Do tej pory opracowano trzy metody pozwalające otrzymać nitron DEPMPO 2a oraz jego pochodne 
2b–n różniące się resztą fosforylową (Ryc. 13) (Barbati i in., 1999; Chalier i Tordo, 2002; Clement i in., 
2002; Frejaville i in., 1995; Nishizawa i in., 2007; Shioji i in., 2003; Shioji i in., 2007b; Stolze i in., 2000; 
Tuccio i in., 1995). 

 

Rycina 13. Wzór ogólny nitronów 2a–n. 

Jedna z pierwszych metod syntezy nitronów 2a–d wykorzystuje reakcję Kabachnika–Fieldsa 5-
chloropentan-2-onu z fosforynem dietylowym 49a lub odpowiednim tlenkiem fosfiny 49b–d w obec-
ności amoniaku. Uzyskane w ten sposób pochodne pirolidynowe 52a–d utleniono do nitronów 2a–d 
(Schemat 13) (Barbati i in., 1999; Frejaville i in., 1995; Nishizawa i in., 2007; Shioji i in., 2003; Shioji i 
in., 2007b). Ponadto udowodniono, że podczas syntezy nitronu 2a jako produkt uboczny powstaje 
pochodna cyklopropanu 51. Jej powstanie wynika z tautometrii iminowo-enaminowej związku 50 
utworzonego w pierwszym etapie z 5-chloropentan-2-onu (Schemat 13) (Barbati i in., 1999).  

 

Schemat 13. Synteza nitronów 2a–d. Odczynniki i warunki reakcji: a) NH3, EtOH, 50–60°C, 4 godz., 

62–63%; b) 70% m-CPBA, CHCl3, -10°C, 1 godz., 30–49%; c) okson, NaHCO3, aceton, temp. pokojowa, 

1 godz., 47%. 
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Inna strategia wykorzystuje jako substrat 2-metylo-1-pirolinę, którą przekształcono 
w odpowiednie 2-metylopirolidyn-2-ylofosfoniany 52a, 52e–m lub fosfinian 52n, a nastepnie 
utleniono do odpowiednich nitronów 2a i 2e–n (Schemat 14) (Barbati i in., 1999; Chalier i Tordo, 2002; 
Clement i in., 2002; Stolze i in., 2000).  

 

Schemat 14. Synteza nitronów 2a i 2e–n. Odczynniki i warunki reakcji: a) temp. pokojowa, 7–12 dni 

(4 godz. dla 52m), 84–98%; b) 1 eq. okson, 23% lub 2 eq. PSPO, CHCl3, 0°C, 83%; lub 2 eq. DMD, 

aceton, 0°C, 20 min., 81% lub H2O2/Na2WO4, 0°C, 48 godz., 60% lub m-CPBA, CHCl3, -10°C, 1 godz., 

58%. 

Zaobserwowano, że w ostatnim etapie DEPMPO 2a utleniał się w obecności kwasu m-chloronad-
benzoesowego (m-CPBA) lub oksonu do związku 53a oraz 54a (Schemat 15). Jeżeli jako utleniacz wy-
korzystano okson, utworzyły się związki 53a oraz 54a z wydajnościami odpowiednio 22% oraz 9%. 
Natomiast jeżeli utleniaczem był m-CPBA, otrzymano jako produkty uboczne związek 53a z wydajno-
ścią 14% oraz 54a z wydajnością 8% (Barbati i in., 1999). 

 

 

Schemat 15. Utlenianie DEPMPO 2a. Odczynniki i warunki reakcji: a) 1 eq. okson, 53a: 22% oraz 54a: 

9%; b) m-CPBA, CHCl3, 53a: 14% oraz 54a: 8%. 

 
Z tego powodu opracowano alternatywną metodę syntezy nitronu 2a polegającą na odbywającej 

się w obecności Zn redukcyjnej cyklizacji γ-nitroaldehydu 58 otrzymanego z chlorku acetylu, w se-
kwencji reakcji obejmującej addycję fosforynu trietylowego, kondensację z hydroksyloaminą, a na-
stępnie utlenianie i addycję do akroleiny (Schemat 16) (Clement i in., 2002). 
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Schemat 16. Synteza nitronu 2a. Odczynniki i warunki reakcji: a) P(OEt)3, 25°C, 24 godz., 99%; b) 

NH3OHCl, pirydyna, EtOH, 25°C, 12 godz., 78%; c) m-CPBA, CH2Cl2, 25°C, 5 dni, 76%; d) akroleina, 

Et3N, MeCN, 25°C, 2 godz., 99%; e) Zn, CH3COOH, EtOH/H2O, 10°C, 3 godz., 82%. 

Nitron DEPMPO 2a przeprowadzono w wolny kwas fosfonowy 60 w dwuetapowej reakcji obej-
mującej przekształcenie związku 2a w ester bistrimetylosililowy 59, a następnie hydrolizę estru 59 do 
kwasu 60 (Schemat 17) (Clement i in., 2001). 

 

Schemat 17. Synteza nitronu 60. Odczynniki i warunki reakcji: a) jodotrimetylosilan, CH2Cl2, temp. 

pokojowa, 4,5 godz.; b) bromotrimetylosilan, CH2Cl2, 30°C, 20 godz.; c) aceton, H2O, całkowita wydaj-

ność syntezy: 76%. 

Otrzymano również nitron 63, w którym jedna grupa etoksylowa została zastąpiona fragmentem 
cholesterolu. Strategię syntezy przedstawiono na Schemacie 18. W kluczowym etapie wykorzystuje 
się addycję fosforynu 61, pochodnej cholesterolu, do cyklicznej iminy, a następnie utlenianie otrzy-
manej pirolidyny 62 do nitronu 63 (Hardy i in., 2005b). 

 

Schemat 18. Synteza nitronu 63. Odczynniki i warunki reakcji: a) PCl3, EtOH, CH2Cl2, 10°C, 1 godz., 

75%; b) 2-metylo-1-pirolina, BF3×Et2O, temp. pokojowa, 5 dni, 66%; c) H2O2/Na2WO4, EtOH, H2O, 0°C, 

2 dni, 45%. 
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Z kolei nitron 68, będący homologiem związku 2a, otrzymano w sekwencji reakcji przedstawionej 
na Schemacie 19. Jako substratu użyto (2-oksopropylo)fosfonian dietylu 64, który poddano aminowa-
niu redukcyjnemu, a powstałą aminę 65 utleniono do nitrozwiązku 66, przekształconego następnie w 
γ-nitroaldehyd 67 poddany w końcowym etapie redukcyjnej cyklizacji (Roubaud i in., 1997). 

 

Schemat 19. Synteza nitronu 68. Odczynniki i warunki reakcji: a) AcONH4, NaBH3CN, MeOH, temp. 

pokojowa, 72 godz., 86%; b) 75% m-CPBA, CH2Cl2, temp. wrzenia, 16 godz., 69%; c) akroleina, Triton 

B, MeCN, 0°C, 2 godz., a następnie 10°C, 20 godz., 64%; d) Zn, AcOH, EtOH, 2°C, 15 godz., 30%. 

3.1.2. Deuterowane pochodne DEPMPO  

Kolejną grupę nitronów stanowią pochodne DEPMPO 2a, w których niektóre atomy wodoru zostały 
zastąpione przez ich izotop 2D. Do tej pory zsyntezowano trzy deuterowane pochodne, tj. DEPMPO-
d2 69, DEPMPO-d5 70, a także DEPMPO-d7 71 (Ryc. 14). W ich syntezie wykorzystano metody analo-
giczne do opisanych w rozdziale 3.1.1, przy czym zastosowano deuterowane pochodne analogicznych 
substratów, jak i deuterowane odczynniki (Clement i in., 2003). 

 

Rycina 14. Struktury deuterowanych nitronów DEPMPO-d2 69, DEPMPO-d5 70, a także DEPMPO-d7 

71. 

3.1.3. Pochodne DEPMPO 2a sfunkcjonalizowane przy C3 

Modyfikowano również podstawową strukturę cyklicznych fosforylowanych nitronów 2 poprzez 
wprowadzanie dodatkowych grup funkcyjnych w pozycji C3. Otrzymano diastereoizomeryczne ni-
trony 3-PhDEPMPO 74a oraz 3-PhDEPMPO 74b, zawierające grupę fenylową przy C3 w pierścieniu 
pirolidyny. Strategia syntezy tego typu układów w kluczowym etapie wykorzystuje reakcję redukcyj-
nej cyklizacji diastereoizomerycznych γ-nitroaldehydów 73, w wyniku której otrzymano mieszaninę 
diasteroizomerycznych nitronów 3-PhDEPMPO 74a oraz 3-PhDEPMPO 74b. Uzyskane diastereoizo-
mery rozdzielono chromatograficznie, a następnie poprzez krystalizację wydzielono je z wydajno-
ściami odpowiednio 25% i 27% (Schemat 20). Wprowadzenie dużego podstawnika, jakim jest grupa 
fenylowa, w pozycję C3 w izomerze 74a wpłynęło w znaczący sposób na ograniczenie pseudorotacji 
pierścienia (Nsanzumuhire i in., 2004). 
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Schemat 20. Synteza nitronu 74. Odczynniki i warunki reakcji: a) 2-fenylopropenal, Et3N, MeCN, 25°C, 

2 godz., 99%; b) Zn, NH4Cl, THF/H2O, 0°C, 1 godz., a następnie 25°C, 6 godz., 74a: 25%, 74b: 27%. 

Przeprowadzono syntezę nitronów 3-HMDEPMPO 80 sfunkcjonalizowanych w pozycji C3 grupą 
hydroksymetylową. Jako substrat wykorzystano 2-cyjano-4-oksopentanian etylu 75, który przekształ-
cono w acetal 76, aby bezpośrednio wykonać redukcję funkcji nitrylowej, a następnie cyklizację otrzy-
manego aminoalkoholu 77 do podstawionej 2-metylo-1-piroliny 78. W reakcji związku 78 z fosfory-
nem dietylowym powstaje mieszanina dwóch diastereoizomerów 79a oraz 79b, którą w warunkach 
utleniających przekształcono w nitrony 80a oraz 80b (Schemat 21) (Chalier i in., 2014). 

 

Schemat 21. Synteza nitronu 80. Odczynniki i warunki reakcji: a) HC(OEt)3, Amberlist 15, CH2Cl2, 0-

5°C, 20 godz., 99%; b) LiAlH4, THF, 25°C, 3 godz., następnie 57°C, 1 godz., 36%; c) 1. 5% HCl, THF/H2O 

(5:1), temp. pokojowa, 3 godz.; 2. K2CO3, THF/H2O (5:1), temp. pokojowa, 2 godz.; d) HP(O)(OEt)2, 

temp. pokojowa, 7 dni, 40%; e) H2O2/Na2WO4, MeOH/H2O (2:1), 4°C, 48 godz., 32% (80a: 3%, 80b: 

97%). 

 

3.1.4. Pochodne DEPMPO 2a sfunkcjonalizowane w pozycji C4 pierścienia pirolidyny 

Liczną grupę cyklicznych nitronów stanowią pochodne DEPMPO 2a sfunkcjonalizowane w pozycji C4. 
Pierwszym przedstawicielem tej grupy był nitron 4-PhDEPMPO 83, przy czym znane są oba diastereo-
izomery, odpowiednio 83a oraz 83b (Hardy i in., 2005a). Opracowano diastereospecyficzne metody 
otrzymywania związków 83. W przypadku syntezy diastereoizomeru 83a jako substrat wykorzystano 
fenylooctan etylu, który w sekwencji reakcji przekształcono w 3-fenylo-2-dietoksyfosforylo-1-pirolinę 
81. Następnie reakcja związku 81 z bromkiem fenylomagnezowym w obecności eteratu trójfluorku 
boru prowadziła do utworzenia pirolidyny 82a, którą w końcowym etapie utleniono do nitronu 83a 
(Schemat 22) (Hardy i in., 2005a).  
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Schemat 22. Synteza nitronu 4-PhDEPMPO 83a. Odczynniki i warunki reakcji: a) LDA, THF, -78°C, 

1 godz., następnie 1-azydo-2-jodoetan, temp. pokojowa, 12 godz., 59%; b) 1M NaOH, MeOH, temp. 

pokojowa, 3 godz., 100%; c) (COCl)2, CH2Cl2, temp. pokojowa, 1 godz., a następnie temp. wrzenia, 

2 godz.; d) P(OEt)3, CH2Cl2, temp. pokojowa, 15 godz., 100%; e) PPh3, Et2O, temp. pokojowa, 16 godz., 

95%; f) MeMgBr, BF3×Et2O, -78°C, 4 godz., 76%; g) H2O2/Na2WO4, EtOH/H2O, 0°C, 50 godz., 64%. 

Natomiast w syntezie diastereoizomeru 83b jako substrat wykorzystano trans-cynamonitryl, 
który w sekwencji reakcji przekształcono w 3-fenylo-2-metylo-1-pirolinę 84. W kolejnym etapie reak-
cja piroliny 84 z fosforynem dietylu prowadziła do utworzenia pirolidyny 82b, którą następnie utle-
niono do nitronu 83b (Schemat 23) (Hardy i in., 2005a). 

 

Schemat 23. Synteza nitronu 4-PhDEPMPO 83b. Odczynniki i warunki reakcji: a) Mg, Ac2O-TMSCl, 

DMF, 70%; b) CSA, glikol etylenowy, toluen, temp. wrzenia, 8 godz., 91%; c) LiAlH4, THF, 0°C, 2 godz., 

a następnie temp. pokojowa, 7 godz., 85%; d) 3M HCl, THF/H2O, temp. pokojowa, 4 godz., następnie 

K2CO3, temp. pokojowa, 1 godz., 93%; e) HP(O)(OEt)2, BF3×Et2O, temp. pokojowa, 7 dni, 54%; f) 

H2O2/Na2WO4, EtOH/H2O, 0°C, 48 godz., 80%. 

Zaprojektowano również cykliczne fosforylowane nitrony 91a i 91b sfunkcjonalizowane w pozycji 
C4 grupą hydroksymetylową, a także ich analogi 92a oraz 92b, posiadające grupę diizopropoksyfos-
forylową. Substratem w syntezie omawianych nitronów był 2(5H)-furanon, który w reakcji z odpo-
wiednimi fosfonianami 85 i 86 przekształcono w podstawione tetrahydrofuran-2-ony 87 i 88. Reduk-
cja grupy karbonylowej w związkach 87 i 88 prowadziła do odpowiednich hemiacetalowych pochod-
nych 89 i 90, które w wyniku redukcji przekształcono w finalne nitrony 91 i 92 powstające jako odpo-
wiednie mieszaniny diastereoizomerów (Schemat 24) (Chalier i in., 2007; Hardy i in., 2014). 

 

Schemat 24. Synteza nitronów 91a i 91b oraz 92a i 92b. Odczynniki i warunki reakcji: a) PBu3, cyklo-

keksan/CH2Cl2 (10:1), temp. pokojowa, 66 godz., 75–80%; b) DIBAL-H, CH2Cl2, -78°C, 3 godz., 50–75%; 

c) Zn, NH4Cl, THF/H2O, -5°C, 2 godz., a następnie temp. pokojowa, 6 godz., 64%; d) Zn, NH4Cl, 

THF/H2O, -5°C, 2 godz., a następnie temp. pokojowa, 6 godz., 60%. 

W reakcji izomerów 91a i 92a z węglanem disukcynoimidylu w obecności trójetyloaminy otrzy-
mano odpowiednie nitrony 93a oraz 94a z wysokimi wydajnościami sięgającymi 95%. Podczas gdy 
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analogiczna reakcja diastereoizomerycznego związku 91b w obecności imidazolu prowadziła do utwo-
rzenia nitronu 93b z niską wydajnością (20%) (Schemat 25) (Chalier i in., 2007; Hardy i in., 2014). 

 

Schemat 25. Synteza nitronów 93a i 94a oraz 93b. Odczynniki i warunki reakcji: a) węglan disukcyno-

imidylu, NEt3, MeCN, temp. pokojowa, 36 godz., 95%; b) węglan disukcynoimidylu, imidazol, MeCN, 

temp. pokojowa, 36 godz., 20%. 

 
Zaletą nitronów 93a oraz 94a jest obecność dobrej grupy opuszczającej, która umożliwia ich dal-

szą funkcjonalizację. Z tego względu nitrony 93 i 94 stanowią ważne prekursory w syntezie innych 
pochodnych sfunkcjonalizowanych przy C4 (Chalier i in., 2007; Hardy i in., 2014). Otrzymano serie 
nowych nitronów (Schemat 26), wśród których na uwagę zasługują: związek 95 zawierający czą-
steczkę biotyny (Chalier i in., 2007; Hardy i in., 2007a), pochodne 96a (Hardy i in., 2009) oraz 97a 
zawierające cząsteczkę β-cyklodekstryny (Abbas i in., 2014), pochodne 98a–c, 99a–c zawierające 
grupę trifenylofosfoniową (Abbas i in., 2014; Beziere i in., 2014; Hardy i in., 2007a; Hardy i in., 2007b; 
Hardy i in., 2014) oraz guanidynowe pochodne 99d i 99e (Hardy i in., 2014), a także nitron 100 osa-
dzony na żelu krzemionkowym (Besson i in., 2019).  
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Schemat 26. Synteza nitronów 95, 96a, 97a, 98a–c, 99a–e oraz 100. Odczynniki i warunki reakcji: 

a) trifluorooctan biotynyloamidopropyloamoniowy, Et3N, DMSO, temp. pokojowa, 24 godz., 39%; 

b) TRIMEB-NH2×HCl, Et3N, CH2Cl2, temp. pokojowa, 80%; c) R1R2NH, Et3N, CH2Cl2, temp. pokojowa, 

3–18 godz., 50–91% ; d) SBA15-NH2, Et3N, MeCN, temp. pokojowa, 12 godz. 

 

3.1.5. Pochodne DEPMPO 2a sfunkcjonalizowane w pozycji C5 pierścienia pirolidyny 

Kolejną grupę fosforylowanych cyklicznych nitronów stanowią pochodne DEPMPO 2a, w których 
grupę metylową w pozycji C5 zastąpiono innym podstawnikiem. Wśród nich można wyróżnić nitrony 
101 (Karoui i in., 1999), 102 (Xu i in., 2002) oraz 103 (Huang i in., 2015) (Ryc. 15).  
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Rycina 15. Wzory nitronów 101, 102 oraz 103. 

W syntezie nitronu 101 jako substrat wykorzystano 4-chloro-1-fenylobutan-1-on, który w se-
kwencji reakcji obejmującej substytucję nukleofilową (SN2) anionem azydkowym, redukcję, cyklizację 
oraz addycję fosforynu dietylowego przekształcono do pirolidynofosfonianu 107, który utleniono w 
końcowym etapie kwasem m-chloronadbenzoesowym (m-CPBA) do nitronu 101 (Schemat 27) (Karoui 
i in., 1999).  

 

Schemat 27. Synteza nitronu 101. Odczynniki i warunki reakcji: a) NaN3, DME, 75°C, 16 godz., 86% 

(surowa mieszanina); b) PPh3, Et2O, temp. pokojowa, 12 godz., 70%; c) HP(O)(OEt)2, Et2O×BF3, temp. 

pokojowa, 24 godz., 60%; d) m-CPBA, CHCl3, -5°C, 1 godz., 30%. 

 
Natomiast do syntezy nitronów 102 i 103 jako substrat wykorzystano 2-metylo-1-pirolinę, którą 

w pierwszym etapie przekształcono w reaktywny związek litoorganiczny 108 (Huang i in., 2015; Xu 
i in., 2002), a następnie poddano reakcji z bromkiem benzylu prowadzącej do piroliny 109 (Xu i in., 
2002) lub poddano reakcji z 1-jodoheksadekanem dającej pirolinę 110 (Huang i in., 2015). W wyniku 
addycji fosforynu dietylowego do odpowiednich pirolin 109 i 110, a następnie reakcji utleniania otrzy-
mano nitrony 102 i 103 z wydajnościami odpowiednio 34,7% i 14,7% (Schemat 28) (Huang i in., 2015; 
Xu i in., 2002). 

 

Schemat 28. Synteza nitronów 102 oraz 103. Odczynniki i warunki reakcji: a) n-BuLi, THF, -78°C, 

30 min.; b) bromek benzylu, THF, -78°C, 1 godz., 68%; c) 1-jodokeksadekan, THF, -78°C, 3 godz., 60%; 

d) HP(O)(OEt)2, temp. pokojowa, 7 dni, 90%; e) HP(O)(OEt)2, THF, temp. wrzenia, 12 godz., 80%; f) m-

CPBA, CHCl3, -10°C, 1–3 godz., 14,7–34,7%. 
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3.1.6. Pochodne DEPMPO 2a z grupą dietoksyfosforylową w pozycji C2 pierścienia pirolidyny 

Do tej pory opisano jeden nitron posiadający grupę dietoksyfosforylową w pozycji C2, tj. nitron 115, 
którego syntezę przedstawiono na schemacie 29. Addycja soli litowej fosforynu dietylowego 113 do 
nitronu DMPO 1 prowadzi do utworzenia hydroksyloaminy 114, którą następnie przekształcono w po-
chodną 115 (Janzen i Zhang, 1995).  

 

Schemat 29. Synteza nitronu 115. Odczynniki i warunki reakcji: a) LDA, CH2Cl2, -20°C, 15 min.; 

b) DMPO 1, CH2Cl2, -60°C do -20°C, 3,5 godz., a następnie H2O, 55%; c) Cu(OAc)2×H2O, NH4OH, EtOH, 

ok. 10 min., 29%. 

3.1.7. Polifosforylowane pochodne DEPMPO 2a 

Kolekcje fosforylowanych nitronów uzupełnia difosforylowa pochodna 117 otrzymana z 2-pirolidonu 
w dwuetapowej reakcji addycji fosforanu trietylowego, a następnie utlenienia powstałego bisfosfo-
nianu 116 do nitronu 117 (Schemat 30) (Olive i in., 1998). 

 

Schemat 30. Synteza nitronu 117. Odczynniki i warunki reakcji: a) P(O)(OEt)3, POCl3, temp. pokojowa, 

5 godz., następnie NH4OH, 47%; b) okson, aceton, CH2Cl2, nBu4N+HSO4
−, 0,1 M Na2HPO4 bufor 

pH=7,5–8,0°C, 1 godz., 11%. 

 

3.1.8 Cykliczne analogi DEPMPO 2a 

Na szczególna uwagę zasługują nitrony 118a–g (Gosset i in., 2011; Kamibayashi i in., 2006; Sueishi 
i in., 2015) oraz 119 (Ryc. 16) (Chalier i in., 2014) pochodne DEPMPO 2a. 

 

Rycina 16. Wzór ogólny nitronów 118a–g oraz nitronu 119. 
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Synteza nitronów 118a–e przebiegała analogicznie jak nitronu 2a (Schemat 14, str. 24). Jako sub-
straty wykorzystano 2-metylo-1-pirolinę i odpowiednie cykliczne fosforyny 120a–e (Schemat 31) 
(Gosset i in., 2011; Kamibayashi i in., 2006). 

 

Schemat 31. Synteza nitronu 118a–e. Odczynniki i warunki reakcji: a) 2-metylo-1-pirolina, toluen, 

temp. pokojowa, 4–6 godz., 16–80%; b) 2-metylo-1-pirolina, CH2Cl2, temp. pokojowa, 48,2%; c) H2O2, 

5% Na2WO4, H2O, 0°C, 48 godz., 50–90%; d) m-CPBA, CH2Cl2, 49%. 

Natomiast bicykliczny nitron 119 otrzymano w reakcji cyklizacji 91a (Schemat 32). Niestety oka-
zał się on nietrwały i ulegał rozkładowi po kilku tygodniach pomimo przechowywania w -18°C oraz w 
atmosferze gazu obojętnego (Chalier i in., 2014). 

 

Schemat 32. Synteza nitronu 119. Odczynniki i warunki reakcji: a) NaH, DME, temp. pokojowa,  

16 godz., 45%. 

3.2 Zastosowanie cyklicznych fosforylowanych nitronów 

Jednym z ważniejszych związków należących do cyklicznych fosforylowanych nitronów jest DEPMPO 
2a, który charakteryzuje się znacznie większą trwałością po utworzeniu adduktu spinowego z aniono-
rodnikiem ponadtlenkowym w warunkach fizjologicznych niż DMPO 1, co w znaczny sposób ułatwia 
detekcję wolnych rodników (Tuccio i in., 1995). Wykazano również, że produkty rozkładu adduktu 
spinowego DEPMPO 2a w przeciwieństwie do DMPO 1 nie wykazują właściwości paramagnetycznych, 
w związku z czym ich obecność nie zakłóca widm EPR (Tuccio i in., 1995). Dodatkowo obecność fosfo-
rowej stałej sprzężenia, która jest uzależniona od konformacji 5-członowego pierścienia, pozwala na 
łatwe przyporządkowanie widm EPR (Frejaville i in., 1995). Te liczne zalety spowodowały, że z czasem 
DEPMPO 2a wyparł nitron DMPO 1 w detekcji wolnych rodników i już w połowie lat 90. ubiegłego 
wieku był z powodzeniem stosowany do wykrywania wolnych rodników wytwarzanych podczas ura-
zów niedokrwienno-reperfuzyjnych (Frejaville i in., 1995) oraz w siatkówce oka królików podczas nad-
ciśnienia ocznego (Muller i in., 1997). Jednak DEPMPO 2a ma pewne ograniczenia, ponieważ ze 
względu na swój hydrofilowy charakter nie może być stosowany do wykrywania wolnych rodników w 
innym środowisku (Stolze i in., 2000). W związku z tym na przestrzeni lat powstało wiele cyklicznych 
fosforylowanych nitronów, różniących się między sobą budową. Jedne z pierwszych modyfikacji po-
legały na wprowadzeniu innych grup fosforylowych w celu otrzymania bardziej lipofilowych pułapek 
spinowych. Pierwszymi pochodnymi DEPMPO 2a były nitrony 2e–n, których addukty spinowe mają 
zbliżone okresy półtrwania w porównaniu z adduktami spinowymi DEPMPO 2a, ale wykazują już 
znacznie większą lipofilowość niż DEPMPO 2a. W związku z tym mogą być z powodzeniem wykorzy-
stywane jako pułapki spinowe w lipidowym środowisku (Chalier i Tordo, 2002; Clement i in., 2002; 
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Stolze i in., 2000). Jednak znacznie wyższą lipofilowość uzyskano poprzez zastąpienie w strukturze 
nitronów 2c–d jednej grupy alkoksylowej grupą fenylową. Okazało się również, że trwałość ich adduk-
tów jest zbliżona do DEPMPO 2a, co stanowi dużą zaletę (Nishizawa i in., 2007; Shioji i in., 2003). 
Niestety wadą nitronu 2c jest powstawanie podczas syntezy dwóch diastereoizomerów o zbliżonej 
polarności (Nishizawa i in., 2007; Shioji i in., 2003). Dlatego otrzymano nowy nitron 2b, w którym 
grupę dietoksyfosforylową zastąpiono difenylofosfinylową. Związek 2b okazał się niezwykle trwały, 
ponieważ nie rozkłada się nawet przez kilka miesięcy w środowisku wodnym, a także charakteryzuje 
się wyższą stałą szybkości wychwytywania rodnika hydroksylowego oraz anionorodnika ponadtlenko-
wego (Nishizawa i in., 2007). Potwierdzono również, że nitron 2b łatwiej przechodzi przez błony ery-
trocytów niż DMPO 1 (Shioji i in., 2007a). Przyłączenie do atomu fosforu cząsteczki cholesterolu nie 
wpłynęło na zmianę zdolności nitronu 63 do wychwytywania wolnych rodników nadtlenkowych, al-
koksylowych czy nadltlenku linoleilu w porównaniu z DEPMPO 2a. Jednak diametralnie zmieniła się 
jego lipofilowość, dzięki czemu może on być stosowany z powodzeniem w lipofilowym środowisku 
(Hardy i in., 2005b). Natomiast przekształcenie grupy dietoksyfosforylowej w odpowiedni kwas fos-
fonowy pozwoliło uzyskać nitron 60, który również wykazuje zdolności do wychwytywania wolnych 
rodników w pirydynie oraz charakteryzuje się dużą wrażliwością na zmiany pH (Clement i in., 2001). 
Kolejną grupę pułapek spinowych stanowią deuterowane analogi DEPMPO 69–71, w których zastą-
pienie niektórych atomów wodoru ich izotopem 2D poprawiło zdolność detekcji wolnych rodników 
(tj. nitron 69 oraz 71). Przede wszystkim znacznie uproszczone zostały widma EPR ich adduktów z 
rodnikiem tert-butylonadtlenowym, a w przypadku nitronu 71 zaobserwowano również wzrost inten-
sywności sygnału EPR adduktu z rodnikiem nadtlenkowym. Nitron 71 może zatem znaleźć zastosowa-
nie w badaniach in vivo (Clement i in., 2003). Związki 101 (Karoui i in., 1999) oraz 102 (Xu i in., 2002), 
analogi DEPMPO 2a, w których podstawnik metylowy na węglu C5 zastąpiono odpowiednio grupą 
fenylową albo 2-fenyloetylową, również charakteryzują się wysoką lipofilowością oraz trwałością ad-
duktów spinowych rodnika hydroksylowego oraz anionorodnika ponadtlenkowego (Karoui i in., 1999; 
Xu i in., 2002). Natomiast wprowadzenie na atom węgla C5 długiego łańcucha alkilowego spowodo-
wało, że nitron 103 wykazuje amfifilowy charakter. Można go z powodzeniem wykorzystywać jako 
pułapkę spinową na powierzchni błon komórkowych (Huang i in., 2015). Powstały również inne pu-
łapki spinowe, które są ukierunkowane na konkretne miejsca w komórce. Do najważniejszych należą 
nitrony zawierające cząsteczkę biotyny 95 (Chalier i in., 2007; Hardy i in., 2007a) lub kation trifenylo-
fosfoniowy 98a–b i 99a–c (Abbas i in., 2014; Beziere i in., 2014; Chalier i in., 2007; Hardy i in., 2007a; 
Hardy i in., 2007b; Hardy i in., 2014). Związek 95 może stanowić ukierunkowaną pułapkę spinową ze 
względu na zdolność biotyny do tworzenia kompleksów z awidyną (Chalier i in., 2007; Wilchek i Bayer, 
1988), natomiast nitrony 98a–b oraz 99a–c były z powodzeniem stosowane do wychwytywania anio-
norodnika powstałego w mitochondriach, przy czym najlepsze efekty uzyskano dla 98b oraz 99a 
(Hardy i in., 2014). Udowodniono, że addukty spinowe anionorodnika i nitronów posiadających czą-
steczkę β-cyklodekstryny 96a oraz 97a są znacznie bardziej odporne na procesy bioredukcji w porów-
naniu z DEPMPO 2a (Abbas i in., 2014; Beziere i in., 2014; Hardy i in., 2009). Natomiast jeszcze lepsze 
efekty uzyskano dla nitronu 100, który wykazuje zdolność do pułapkowania wielu wolnych rodników 
zarówno w środowisku organicznym, jak i wodnym. Powstałe addukty odznaczają się wysoką trwało-
ścią (okres półtrwania wynosi 3,5 godziny), a także odpornością na czynniki redukujące. Dodatkowym 
atutem jest możliwość wykorzystania nitronu 100 w warunkach in vitro (Besson i in., 2019). Na szcze-
gólna uwagę zasługuje całkiem nowa klasa analogów DEPMPO 2a, w których atom fosforu tworzy 
cykliczny sześcioczłonowy pierścień 118a–g (Gosset i in., 2011; Sueishi i in., 2015). Nitrony 118a–e 
wykazują różną lipofilowość oraz tworzą trwałe addukty z różnymi rodnikami, w szczególności z anio-
norodnikiem, a także charakteryzują się niską toksycznością. Te cechy powodują, że mogą być one z 
powodzeniem stosowane w badaniach in vivo (Gosset i in., 2011). Zaletą nitronów 118a-g jest możli-
wość stosowania ich do detekcji wolnych rodników zarówno w środowisku wodnym, jak i w olejach 
mineralnych i roślinnych (Sueishi i in., 2015). 

Jak wskazano powyżej, fosforylowane cykliczne nitrony wykorzystywane są głównie do detekcji 
RFT oraz RFA ze względu na swoje zdolności do wychwytywania wolnych rodników. Jednak pojawiło 
się kilka prac dotyczących potencjalnych właściwości farmakologicznych DEPMPO 2a (La Fontaine 
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i in., 2000b; Pietri i in., 1998; Willis i Ray, 2007). Badania przeprowadzone na sercach szczurów wyka-
zały kardioprotekcyjne właściwości DEPMPO 2a podczas urazów niedokrwienno-reperfuzyjnych 
serca. Udowodniono, że na zwiększoną skuteczność kardioprotekcyjną DEPMPO 2a wpływa grupa 
dietoksyfosforylowa, a nie jego zdolności do wychwytywania wolnych rodników (Pietri i in., 1998). 
Sprawdzono również właściwości przeciwutleniające DEPMPO 2a w leczeniu choroby Huntingtona. 
Do badań zastosowano model z użyciem kwasu 3-nitropropionowego (La Fontaine i in., 2000b), który 
u zwierząt powoduje uszkodzenie prążkowia, co prowadzi do wystąpienia objawów podobnych jak w 
przypadku choroby Huntingtona, czyli w pierwszym etapie nadpobudliwość, a następnie hipoaktyw-
ność (Borlongan i in., 1997). W badaniach przeprowadzonych na zwierzętach, którym podawano kwas 
3-nitropropionowy, potwierdzono właściwości przeciwutleniające oraz neuroprotekcyjne DEPMPO 
2a (30 mg/kg rozpuszczone w soli fizjologicznej, 2 godziny przed podaniem kwasu 3-nitropropiono-
wego), ponieważ jego podanie znacznie obniżyło stres oksydacyjny oraz zmniejszyło uszkodzenia 
prążkowia (La Fontaine i in., 2000). W późniejszych latach wykazano również, że DEPMPO 2a znacznie 
obniża uszkodzenia neuronów w tylnym zakręcie obręczy oraz RSC. Przeprowadzono eksperyment na 
zwierzętach, u których indukowano martwicę neuronów poprzez wstrzyknięcie MK-801 (5 mg/kg). 
Następnie podawano DEPMPO 2a w dawce równej 30 mg/kg godzinę przed eksperymentem oraz 6 
godzin po podaniu MK-801. Okazało się, że podanie przeciwutleniacza jakim jest DEPMPO 2a zmniej-
szyło martwicę neuronów z 47,3±4,7 na 35,9±4 w porównaniu z próbą kontrolną w tylnym zakręcie 
obręczy oraz z 104,9±8,0 na 63,4±9,7 w porównaniu z próba kontrolną w RSC (Willis i Ray, 2007). 

Wnioski 

W niniejszym przeglądzie omówiona została liczna grupa związków – fosforylowanych nitronów, 
które podzielono na trzy klasy w zależności od budowy, tj. N-podstawione C-fosforylowane nitrony, 
N-alkilofosforylowane C-arylonitrony oraz fosforylowane cykliczne nitrony. W przypadku N-podsta-
wionych C-fosforylowanych nitronów grupa fosforylowa znajduje się na C-końcu, przy czym jest ona 
bezpośrednio przyłączona do grupy nitronowej albo oddalona od niej o odpowiednio jeden i dwa 
atomy węgla. W N-alkilofosforylowanych C-arylonitronach funkcja fosforylowa znajduje się na N-
końcu i oddalona jest od atomu azotu grupy nitronowej o jeden atom węgla. Natomiast ostatnią 
grupę stanowią nitrony, których głównym elementem strukturalnym jest pierścień pirolidynowy. N-
podstawione C-fosforylowane nitrony początkowo były wykorzystywane jedynie w syntezie organicz-
nej. Tworzą one w reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji z alkenami sfunkcjonalizowane izoksazolidyny, 
stanowiące dogodne substraty w syntezie analogów naturalnych aminokwasów, mogą także zastępo-
wać pierścień cukrowy w modyfikowanych nukleotydach o potencjalnej aktywności przeciwwiruso-
wej i przeciwnowotworowej. Wykazano również właściwości antyoksydacyjne oraz neuroprotekcyjne 
N-podstawionych C-(dialkoksyforylo)nitronów. Z drugiej strony N-alkilofosforylowane C-arylonitrony 
oraz cykliczne fosforylowane nitrony są wykorzystywane przede wszystkim w detekcji wolnych rod-
ników w układach biologicznych zarówno w procesach fizjologicznych, jak i patologicznych. Co więcej, 
nitrony zawierające grupę fosforylową wykazują większą trwałość w porównaniu z ich niefosforylo-
wymi odpowiednikami, łatwiejsza jest również detekcja ich adduktów spinowych z wolnymi rodni-
kami w spektroskopii EPR. 

 

Finansowanie: Praca była finansowana przez Narodowe Centrum Nauki (UMO-
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