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Podstawe osiggniecia stanowi cykl 13 publikacji i jeden rozdziat ksigzkowy
wspotautorstwa habilitanta.

b) Spis monotematycznych publikacji stanowiacych osiggniecie naukowe zgtoszone jako
podstawa do przewodu habilitacyjnego. Kopie publikacji oraz oswiadczenia
wspdtautorow zamieszczono odpowiednio w zatgcznikach 3 i 4.

[H1] J. Zielonka, H. Zhao, Y. Xu, B. Kalyanaraman, Mechanistic similarities between oxidation of
hydroethidine by Fremy’s salt and superoxide: stopped-flow optical and EPR studies. Free Radic.

Biol. Med. 2005, 39, 853-863. IF204 = 5,625, wktad wiasny = 70%, liczba cytowan: 49

Moim wktadem jest zaprojektowanie i wykonanie wiekszosci pomiaréw, w tym wszystkie
badania reaktywnosci chemicznej probnika HE wzgledem soli Fremy’ego, analiza, interpretacja i
dyskusja wynikéw oraz przygotowanie wszystkich rysunkdw wstepnej wersji manuskryptu.

[H2] ). Zielonka, J. Vasquez-Vivar, B. Kalyanaraman, The confounding effects of light, sonication,

and MnTBAP on quantitation of superoxide using hydroethidine. Free Radic. Biol. Med. 2006,
41, 1050-1057. IF2006 = 5,440, wktad wtasny = 80%, liczba cytowan: 26

Moim wkiadem jest zaprojektowanie i wykonanie wiekszosci pomiaréw, w tym wszystkich
badarn utleniania i fotoutleniania prébnika HE w nieobecnosci komdrek, opracowanie metody
analizy hydroetydyny i jej produktéw utleniania z uzyciem chromatografii HPLC z detekcjq
kulometryczng, wspotudziat w eksperymentach na liniach komdrkowych i analiza probek,
analiza, interpretacja i dyskusja wszystkich wynikéw oraz przygotowanie wszystkich rysunkow i

wstepnej wersji manuskryptu.

[H3] ). Zielonka, T. Sarna, J. E. Roberts, J. F. Wishart, B. Kalyanaraman, Pulse radiolysis and
steady-state analyses of the reaction between hydroethidine and superoxide and other
oxidants. Arch. Biochem. Biophys. 2006, 456, 39-47. IFyg0s = 2,969, wkiad wiasny = 60%, liczba

cytowan: 30

Moim wktadem jest udziat w zaprojektowaniu wszystkich pomiaréw, wykonanie czesci
pomiarow, w tym wszystkich badari z uzyciem odczynnika Fentona (i jego modyfikacji) oraz
putapkowania spinowego, analiza, interpretacja i dyskusja wszystkich wynikéw oraz
przygotowanie wszystkich rysunkow i wstepnej wersji manuskryptu.

[H4] ). Zielonka, J. Vasquez-Vivar, B. Kalyanaraman, Detection of 2-hydroxyethidium in cellular
systems: a unique marker product of superoxide and hydroethidine. Nat. Protoc. 2008, 3, 8-21.

IF2008 = 4,170, wkiad wtasny = 80%, liczba cytowan: 117

Moim wkfadem jest zaprojektowanie i wykonanie wiekszosci pomiaréw, w tym analizy
spektroskopowe HE i Mito-HE i ich produktéw utleniania, wigkszos¢ analiz chromatograficznych
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i ekstrakcja i analiza chromatograficzna HPLC lizatow komérkowych, analiza, interpretacja i
dyskusja wszystkich wynikéw oraz przygotowanie wszystkich rysunkéw i wstepnej wersji
manuskryptu.

[H5] J. Zielonka, S. Srinivasan, M. Hardy, O. Ouari, M. Lopez, J. Vasquez-Vivar, N. G. Avadhani, B.
Kalyanaraman, Cytochrome c-mediated oxidation of hydroethidine and mito-hydroethidine in
mitochondria: Identification of homo- and heterodimers. Free Radic. Biol. Med. 2008, 44, 835-
846. IFa908 = 5,399, wkiad wtasny = 60%, liczba cytowan: 36

Moim wktadem jest koncepcja pracy, zaprojektowanie i wykonanie wiekszosci pomiarow, w tym
badari reaktywnosci chemicznej prébnikow HE i Mito-HE wzgledem jednoelektronowych
utleniaczy i cytochromu c, synteza nowego produktu utleniania HE (dietydyny) oraz
opracowanie metodyki analizy prébnika Mito-HE z uzyciem chromatografii HPLC-EC, analiza,
interpretacja i dyskusja wynikow oraz przygotowanie wszystkich rysunkéw i wstepnej wersji
manuskryptu.

[H6] J. Zielonka, M. Hardy, B. Kalyanaraman, HPLC study of oxidation products of hydroethidine
in chemical and biological systems: ramifications in superoxide measurements. Free Radic. Biol.
Med. 2009, 46, 329-338. IF;999 = 6,081, wktad wtasny = 80%, liczba cytowan: 48

Moim wktadem jest zaprojektowanie i wykonanie catosci pomiaréw, w tym opracowanie
metodyk chromatograficznych analizy i oczyszczania produktow utleniania prébnikéw HE i Mito-
HE, analiza, interpretacja i dyskusja wynikéw oraz przygotowanie wszystkich rysunkow i
wstepnej wersji manuskryptu.

[H7] J. Zielonka, B. Kalyanaraman, Hydroethidine- and MitoSOX-derived red fluorescence is not
a reliable indicator of intracellular superoxide formation: Another inconvenient truth. Free
Radic. Biol. Med. 2010, 48, 983-1001. IF;q30 = 5,707, wktad witasny = 80%, liczba cytowan: 108

Moim wktadem jest koncepcja artykutu i przygotowanie wszystkich rysunkéw i manuskryptu
(artykut przeglgdowy).

[H8] J. Zielonka, A. Sikora, J. Joseph, B. Kalyanaraman, Peroxynitrite is the major species formed
from different flux ratios of co-generated nitric oxide and superoxide: direct reaction with
boronate-based fluorescent probe. J. Biol. Chem. 2010, 285, 14210-14216. Artykul wyréiniony

jako JBC Paper of the Week. IF010 = 5,328, wktad wiasny = 40%, liczba cytowan: 47

Moim wktadem jest zaprojektowanie i wykonanie czesci pomiarow, w tym wszystkich
eksperymentow kinetycznych reaktywnosci prébnika CBA z nadtlenkiem wodoru i
nadtlenoazotynem, badania spektroskopowe i chromatograficzne produktéw utleniania
probnika CBA, analiza aktywnosci oksydazy ksantynowej przy réznych strumieniach tlenku
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azotu, udziat w badaniach wplywu strumieni "NO i O, na wydajnos¢ utleniania prébnika CBA,
analiza, interpretacja i dyskusja wynikow oraz przygotowanie rysunkow i wstepnej wersji
manuskryptu.

[H9] J. Zielonka, B. Kalyanaraman. “Methods of Investigation of Selected Radical
Oxygen/Nitrogen Species in Cell-free and Cellular Systems” in: Principles of Free Radical
Biomedicine, Volume 1, K. Pantopoulos and H.M. Schipper (eds). Nova Science Publishers, 2011.
Wktad wtasny = 90%

Moim wktadem jest przygotowanie i edycja manuskryptu (catosci rozdziatu). (Autor
korespondencyjny)

[H10] J. Zielonka, M. Zielonka, A. Sikora, J. Adamus, J. Joseph, M. Hardy, O. Ouari, B.P. Dranka,
B. Kalyanaraman, Global profiling of reactive oxygen and nitrogen species in biological systems:
High-throughput real-time analyses. J. Biol. Chem. 2012, 287, 2984-2995. Artykut wyrézniony
jako JBC Paper of the Week. IF,g;5 = 4,651, wkiad wtasny = 60%, liczba cytowan: 37

Moim wktadem jest zaprojektowanie i wykonanie wiekszosci pomiarow, w tym wstepnych
badan utleniania prébnikow w uktadach enzymatycznych i komdorkowych (linii komorkowej
makrofagéw RAW 264.7), opracowania nowych, krétkich metod chromatograficznych analizy
prébnikéw i ich produktéw utleniania/nitrozowania, analiza, interpretacja i dyskusja wszystkich
wynikow oraz przygotowanie rysunkow i wstepnej wersji manuskryptu.

[H11] J. Zielonka, A. Sikora, M. Hardy, J. Joseph, B. P. Dranka, and B. Kalyanaraman, Boronate
Probes as Diagnostic Tools for Real Time Monitoring of Peroxynitrite and Hydroperoxides.
Chem. Res. Toxicol. 2012, 25, 1793-1799. Artykut wyrdéiniony w sekcji redakcyjnej ,,in This
Issue” oraz na oktadce czasopisma. IFy01; = 3,667, wkiad wiasny = 30%, liczba cytowani: 20

Moim wkiadem jest wykonanie koniecznych pomiarow i symulacji kinetycznych, przygotowanie
rysunkow oraz udziat w przygotowaniu manuskryptu (artykut przeglgdowy).

[H12] ). Zielonka, J. Joseph, A. Sikora, B. Kalyanaraman, Real-time monitoring of reactive oxygen
and nitrogen species in a multi-well plate using the diagnostic marker products of specific
probes. Methods Enzymol. 2013, 526, 145-157. IF5013 = 2,194, wkiad wtasny = 50%, liczba
cytowan: 1

Moim wkiadem jest zaprojektowanie i wykonanie wiekszosci koniecznych pomiaréw i analiza
wynikow, przygotowanie wszystkich rysunkéw oraz udziat w przygotowaniu manuskryptu.

[H13] B. Kalyanaraman, B. P. Dranka, M, Hardy, R. Michalski, J. Zielonka. HPLC-based monitoring
of products formed from hydroethidine-based fluorogenic probes - The ultimate approach for



Zafgcznik 1: Autoreferat

intra-and extracellular superoxide detection. Biochim. Biophys. Acta 2014, 1840, 739-744. IFyg33
= 3,829, wkiad wtasny = 40%, liczba cytowan: 7

Moim wkiadem jest wykonanie koniecznych pomiaréw widm fluorescencji, przygotowanie
rysunkow oraz udziat w przygotowaniu manuskryptu (artykut przeglgdowy).

[H14] ). Zielonka, G. Cheng, M. Zielonka, T. Ganesh, A. Sun, J. Joseph, R. Michalski, W. J. O’Brien,
J. D. Lambeth, B. Kalyanaraman, High-throughput assays for superoxide and hydrogen peroxide:
Design of a screening workflow to identify inhibitors of NADPH oxidases. J. Biol. Chem. 2014,
289, 16176-16189. IF313 = 4,600, wkiad whasny = 60%, liczba cytowan: 0

Moim wktadem jest zaprojektowanie wszystkich eksperymentdw, wykonanie czesci pomiarow,
w tym wspéiudziat w badaniach na liniach komdrkowych zdyferencionowanych komadrek HL60 i
komérek N27, opracowanie metod analiz utleniania probnikéw z uzyciem czytnika pfytek oraz
nowych, szybkich metod chromatograficznych detekcji HE, CBA i ich produktow utleniania,
opracowanie metody rownoczesnej detekcji anionorodnika ponadtlenkowego i nadtlenku
wodoru, wykonanie badar metodg putapkowania spinowego z detekcjq EPR, analiza,
interpretacja i dyskusja wszystkich wynikow oraz przygotowanie wszystkich rysunkow i
manuskryptu. (Autor korespondencyjny)

tqczny IF publikacji wchodzgcych w sktad monotematycznego cyklu prezentacji to 59,660;
catkowita liczba cytowan: 526

c) Omodwienie celu naukowego ww. prac i osiggnigtych wynikéw.

Przedmiotem wybranych prac stanowigcych cykl habilitacyjny jest charakterystyka
reaktywnosci wybranych prébnikéw reaktywnych form tlenu i azotu w kontekscie ich
zastosowan w uktadach biochemicznych i biologicznych. Pomimo ponad trzech dekad badan
nad udziatem reaktywnych form tlenu i azotu (RONS, reactive oxygen and nitrogen species,
m.in. anionorodnik ponadtlenkowy, nadtlenek wodoru, nadtlenoazotyn) w procesach
fizjologicznych i patofizjologicznych, detekcja i oznaczenie iloSciowe reaktywnych form tlenu i
azotu pozostaje wyzwaniem naukowym. Dotyczy to nie tylko identyfikacji poszczegolnych form
RONS, lecz nawet pétilosciowego oznaczenia catkowitej puli RONS w uktadach komérkowych.
Problem ten w znacznym stopniu ogranicza postep naukowy w dziedzinie udzialu RONS w
procesach fizjologicznych i patofizjologicznych jak réwniez w mechanizmie dziatania lekéw.
Najczeéciej stosowanym probnikiem RONS jest dihydrodichlorofluoresceina (DCFH,),
powszechnie uzywana w uktadach biologicznych (hodowle komérkowe) do oznaczania poziomu
RONS czy tez jako selektywny prébnik na nadtlenek wodoru. Warto tutaj przypomniec, ze
probnik DCFH; nie reaguje bezposrednio z H,0,, do reakcji tej potrzebny jest katalizator, np.
jony metali przejéciowych (np. Fe?*) czy biatka hemowe (np. peroksydazy czy tez cytochrom c).
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Ponadto w szeregu prac dotyczacych chemii DCFH; wykazano mozliwosc produkcji RONS przez
ten probnik (,self-fulfilling prophecy”) [1,2]. Przyktady generowania anionorodnika
ponadtlenkowego przez probnik DCFH, zostaly przedstawione w rycinie 1. Reaktywnym
indywiduum generujacym RONS jest zaréwno rodnik semichinonowy DCFH® jak i stan
wzbudzony fluorescencyjnego produktu (DCF)*, o silnie utleniajgcym charakterze, a powstajacy
podczas procesu pomiaru ilosci produktu technikami fluorymetrycznymi. Pomimo szeregu prac
wskazujacych na ograniczenia w zastosowaniu DCFH, nadal prébnik ten cieszy sie
powodzeniem i artykuty zawierajagce dane uzyskane przy uzyciu tego probnika mozna znalezc
nawet w takich czasopismach jak Nature czy Science. Stosowanie DCFH; do wykrywania RONS
wynika nie tylko z braku wiedzy o chemii tego prébnika, czy z niedocenienia skutkow jego
reaktywnos$ci chemicznej, ale réwniez z ograniczonej liczby ogélnie dostgpnych, alternatywnych
metod pomiaréw RONS w komdrkach.

DCFH;- DA
esterazy

J
DCFH,

FelH,0,
GSSG NAD* bilalka hemowe:

05|~ O K“}. L E”' GS', CO,", "NO,, "OH
i
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£ Gy 2

GSSG" =-——— G357, NALD" //— 1§71
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Rycina 1. Przyktady produkcji anionorodnika ponadtlenkowego i nadtlenku wodoru w reakcjach redoks
probnika DCFH,

Drugim szeroko stosowanym probnikiem RONS jest hydroetydyna (HE) jak rowniez jej
analog zawierajacy grupe trifenylofosfoniowa, skierowujacg ten prébnik wewnatrz komérki do
mitochondriéw (Mito-HE, znany jako MitoSOX® Red). Oba prébniki stosowane s3 do
fluorymetrycznego oznaczania wewnatrzkomérkowego (badZz wewngtrzmitochondrialnego)
poziomu anionorodnika  ponadtlenkowego. Powaznym, czesto nieuwzglednianym
ograniczeniem w uyciu probnikéw opartych na hydroetydynie jest mozliwos¢ jej konwersji do
dwéch réznych produktéow fluorescencyjnych o zblizonej charakterystyce spektralnej, lecz o
innym mechanizmie powstawania: etydyna (E*, Mito-E') i 2-hydroksyetydyna (2-OH-E’, 2-OH-
Mito-E*), jak przedstawiono w rycinie 2. Powszechnie przyjmuije sie, ze 2-OH-E" jest produktem
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specyficznym dla reakgcji hydroetydyny z anionorodnikiem ponadtlenkowym, podczas gdy E* jest
produktem niespecyficznym, niepowstajgcym w reakcji HE z O,"". Bez wiedzy o strukturze
chemicznej powstajgcego indywiduum fluorescencyjnego, niemozliwe jest okreslenie czy wzrost
intensywnosci fluorescencji wynika ze zwiekszonego strumienia (badZ stezenia stacjonarnego)
anionorodnika ponadtlenkowego, czy z utleniania HE to E*, niezaleznego od 0,"".

HaN o
|
%/ i 3,
-~ r 0 “‘-"’J\NHE

HM | 3
LA /J - R
A - R=CaHy (E)
: i P L(CH:}P* (P}, (Mito-E")
g > “

wt, § - HHp
R
% 0F ™
HMN
R = CyH; (HE) E 1\
{CHL)P*(Pi); (Mito-HE) A A OH
My ) S
i )
= R

H = CoHg (2-0H-E)
+(CHa)P" (Ph); (220H-Wito E*)

Rycina 2. Schemat utleniania HE (oraz Mito-HE) do E" i 2-OH-E(oraz Mito-E” i 2-OH-Mito-E’)

W ciggu ostatniej dekady opracowano nowg klase probnikéw, opartych na utlenianiu
aromatycznych zwigzkdw boronowych do odpowiednich produktéw fenolowych, w celu
selektywnego wykrywania nadtlenku wodoru w uktadach biologicznych [3]. Analiza
reaktywnosci chemicznej kwasdw i estrow boronowych wskazuje, ze sq one utlenianie rowniez
przez inne formy RONS, w tym nadtlenoazotyn (ONOO"), jak pokazano w rycinie 3. Pomimo
braku petnej selektywnosci prébniki boronowe stanowig obiecujgcyg klase zwigzkéw do
wykrywania wybranych form RONS zaréwno w uktadach komérkowych jak i pozakomérkowych.

RD.B,QR

Prébnik boronowy Produkl fenolowy
Rycina 3. Schemat utleniania aromatycznych probnikéw boronowych do odpowiednich fenoli

W serii prac stanowigcych cykl habilitacyjny zbadana zostata reaktywnos$¢ chemiczna
hydroetydyny, w tym identyfikacja nowych produktéw utleniania oraz opracowane metody
selektywnej detekcji 2-OH-E* i oszacowania profilu produktéow utleniania hydroetydyny w
uktadach komdrkowych. Na podstawie wyznaczonej chemicznej reaktywnosci wybranych
probnikéw, zaproponowane zostaly szybkie metody okreslania profilu réinych RONS
produkowanych przez aktywowane makrofagi oraz opracowana metodyka testéow
przesiewowych o wysokiej przepustowosci (high throughput screening, HTS) do poszukiwania
nowych, selektywnych inhibitorow oksydazy NADPH.

W serii prac dotyczacych chemicznej reaktywnosci hydroetydyny okreslilismy
prawdopodobny mechanizm utleniania HE przez utleniacze jedno- i dwu-elektronowe,
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scharakteryzowalismy nowe, dimerowe produkty jednoelektronowego utleniania HE oraz
zaproponowaliémy mechanizm reakcji z anionorodnikiem ponadtlenkowym, wyjasniajgcy
powstawanie specyficznego produktu, 2-hydroksyetydyny.

W pracy [H1] zaobserwowalismy, ze sél Fremy’ego (nitrosodisulfonate radical dianion, NDS)
reagujac z hydroetydyna prowadzi do tego samego produktu, co anionorodnik ponadtlenkowy,
2-hydroksyetydyny. Umozliwito to pierwsze badania nad mechanizmem utleniania
hydroetydyny do 2-hydroksyetydyny przy uzyciu wzglednie stabilnego utleniacza, soli
Fremy’ego. Na podstawie wyznaczonej stechiometrii 2:1 (NDS:HE), kinetycznego efektu
izotopowego ku/ko = 1,9, braku efektu odtlenienia roztworu na wydajnoéé 2-OH-E" oraz braku
wbudowywania atoméw tlenu z czasteczek rozpuszczalnika (H,*%0), zaproponowalisémy
nastepujacy model utleniania HE do 2-OH-E" (rycina 4). W pierwszym etapie oderwanie atomu
wodoru z aromatycznej grupy aminowej prowadzi do powstania rodnika aminylowego HE("NH)
stabilizowanego przez rezonans z ukladem aromatycznym czasteczki. W kolejnym etapie
nastepuje addycja rodnika NDS badz 0, prowadzaca do wbudowania atomu tlenu z utleniacza
w szkielet prébnika. W nastepczej reakcji eliminacji, powstaje iminochinonowa forma prébnika,
ktéra po tautomeryzacji i uprotonowaniu prowadzi do powstania koncowego produktu, 2-
hydroksyetydyny. Opublikowany artykut nie tylko pozwolit zaproponowac mechanizm reakcji
hydroetydyny z 0,", lecz réwniez okredlit nowa, nieenzymatyczna droge syntezy 2-
hydroksyetydyny, do zastosowania jako standard w pomiarach O,"” w komérkach i uktadach
pozakomoérkowych.
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Rycina 4. Zaproponowany mechanizm reakcji hydroetydyny z solg Fremy’ego.

W kolejnej pracy nad reaktywnoscig hydroetydyny ([H2]) zbadaliémy wptyw réinych
czynnikéw, jak $wiatto, ultradZwieki i przeciwutleniacz Mn(IlI)TBAP na rozktad produktow
utleniania HE. Okreslenie wptywu swiatta bylo istotne nie tylko ze wzgledu na moizliwe
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fotoutlenianie prébnika podczas inkubacji czy przygotowywania probek do analizy HPLC, ale
réwniez ze wzgledu na mozliwoéé fotoreaktywnosci produktéw utleniania podczas procesu
detekcji produktéw z uzyciem technik fluorymetrycznych (np. mikroskopii fluorescencyjnej).
Uzyskane wyniki wskazuja na moiliwoé¢ bezposredniego fotoutleniania probnika HE, jak
rowniez dziatania produktu 2-OH-E' jako fotouczulacz utleniania HE do niespecyficznego
produktu, E" (rycina 5). Fotouczulajace dziatanie 2-OH-E' pozwala przewidzieé¢ zalezno$é
wydajnosci E" od strumienia O," w warunkach ekspozycji probki na $wiatlo widzialne. W
konteksécie przygotowywania ekstraktéw komodrkowych do analizy HPLC zbadalismy réwniei
wptyw ultradZzwiekéw na stabilnos¢ hydroetydyny w roztworach wodnych. Poddawanie
zawiesiny komorek dziataniu ultradZwiekéw jest czesta metoda lizy komérek, bez koniecznosci
uzywania detergentéw. Otrzymane wyniki wskazujg na generowanie O, i jego produktu, 2-OH-
E', zgodnie ze znang sonochemig roztworéw wodnych. Na podstawie tych wynikéw
wnioskowaliémy, e w procesie przygotowywania probek do analizy nalezy unika¢ sonolizy
wodnych zawiesin komdrek zawierajgcych HE. Mn(lll)TBAP jest stosowany jako katalityczny
zmiatacz anionorodnika ponadtlenkowego w uktadach biologicznych. Ze wzgledu na jego
utleniajgce wiasciwosci, sprawdzilismy jego reaktywnos¢ wzgledem HE i produktow utleniania,
2-OH-E" i E*. Na podstawie uzyskanych wynikéw wywnioskowalismy, ze Mn(lII)TBAP moze
bezposrednio konsumowaé hydroetydyne, jak rowniez, przy wyiszych steieniach produkty
utleniania probnika. Wyniki te jednoznacznie wskazuja na konieczno$¢ unikania zwigzku
Mn(I1l)TBAP w badaniach z uzyciem prébnika HE. W pracy [H2] opracowalismy rowniez nowg
metode detekcji HE, 2-OH-E" i E' przy uzyciu HPLC z 8-kanatowag kulometryczng detekcjg
elektrochemiczng, pozwalajacg na rozdziat produktow nie tylko na podstawie réinych czasow
retencji, lecz réwniez na podstawie réznych potencjatéw utleniania. Potencjat utleniania
2wigzkéw wzrastat w kolejnoéci HE < 2-OH-E* < E*. Czuto$¢ opracowanej techniki przewyzszala
ponad 10-krotnie éwczesne metody oparte na HPLC z detekcja fluorymetryczna.
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Rycina 5. Schemat fotoutleniania prébnika HE do E * katalizowanego przez 2-OH-E 4

W pracy [H3] skoncentrowaliémy sie na badaniach celem pogtebienia wiedzy o mechanizmie
utleniania hydroetydyny do 2-hydroksyetydyny i etydyny. W tym celu wykorzystalismy
rozdzielcza w czasie technike radiolizy impulsowej jak réwniez stacjonarne badania z uzyciem
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odczynnika Fentona. Jednym z gtéwnych sukceséw w badaniach radiolitycznych byto wykazanie,
72e w reakcji HE z anionorodnikiem ponadtlenkowym powstaje identyczne indywiduum
przejéciowe jak w reakcji z anionorodnikiem bromkowym Br,”", bedacym selektywnym
utleniaczem 1-elektronowym. Duie podobieristwo spektralne widma UV-vis powstajgcego
indywiduum z widmem kationorodnika benzydyny sugeruje, ze w pH 7,4 przewazajgca forma
jest kationorodnik HE'*. PoniewaZ jednoelektronowa redukcja kationu etydyny prowadzi do
rodnika o innym widmie w zakresie UV-vis, moina wnioskowaé, ze kationorodnik HE™
powstajgcy w procesie jednoelektronowego utleniania HE jest w réwnowadze kwasowo-
zasadowej z aromatycznym rodnikiem aminylowym (rycina 6), sugerowanym w pracy [H1] jako
produkt przejsciowy w reakcji HE z NDS. Wyniki przedstawione w pracy [H3] wskazujg, ze
specyficznos¢ 2-hydroksyetydyny wzgledem anionorodnika ponadtlenkowego wynika 2z
reaktywnosci kationorodnika HE™ wzgledem O, za$ pierwszy etap utleniania jest wspélny dla

szeregu jednoelektronowych utleniaczy.
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Rycina 6. Postulowane produkty posSrednie w reakcjach utleniania hydroetydyny i redukcji etydyny.

Kolejna praca [H4] powstata w odpowiedzi na zaproszenie przez edytora Nature Protocols,
w zwigzku z uznaniem metody pomiaru 2-hydroksyetydyny jako ,zlotego standardu” w detekcji
anionorodnika ponadtlenkowego w komdrkach i szerokim zainteresowaniem tg metoda. W
pracy tej, obok szczegétowego protokotu pomiaréw 2-OH-E* i 2-OH-Mito-E" w ekstraktach
komadrkowych, zamiesciliémy dyskusje mozliwych czynnikow mogacych mie¢ wptyw na
mierzony poziom 2-OH-E', w tym wewnatrzkomdrkowe stezenie prébnika oraz obecnoé¢
jednoelektronowych utleniaczy. Zamiescilismy réwniez charakterystyke spektroskopowa
(widma absorpcji UV-vis oraz fluorescencji) probnika HE oraz dwdch produktéw: 2-OH-E" i E.
Wykazalismy, ze widmo absorpcji i intensywno$¢ fluorescencji roztworéw 2-OH-E" zalezy nie
tylko od obecnosci DNA, lecz réwniez od polarnosci rozpuszczalnika. Badania zaleznosci
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kwasowo-zasadowej widm absorpcji i fluorescencji 2-OH-E* pozwolity oszacowaé wartosé pK,
grupy hydroksylowej w roztworach wodnych (7,3 dla 2-OH-E" i 7,2 dla 2-OH-Mito-E"). Warto$¢
ta jest wyraZnie niisza od opublikowanej wartosci pK, = 10 [4], zmierzonej jednak
fluorymetrycznie w obecnosci DNA, i sugerujacej, ze kation 2-OH-E" jest forma wigzacy sie z
DNA. Badania spektroskopowe przy réznych wartosciach pH pozwolity réwniez wywnioskowac,
ze dodatkowe pasmo absorpcji i wzbudzenia z maksimum przy 370 nm jest charakterystyczne
dla formy uprotonowanej grupy hydroksylowej.

Celem kolejnej pracy ([H5]) bylo okreélenie stabilnosci HE i Mito-HE w obecnosci
cytochromu ¢, w kontekécie pomiaréw anionorodnika ponadtlenkowego w mitochondriach 2z
uzyciem prébnika Mito-HE (MitoSOX® Red) oraz pomiaréw O, w komérkach w warunkach
programowanej $mierci komorki (apoptozy). Ze wzgledu na wysoka zawartos¢ cytochromu ¢ w
mitochondriach (0,1 — 5 mM) oraz uwalnianie cytochromu z mitochondriéw do cytozolu
podczas apoptozy, okreslenie reaktywnosci HE i Mito-HE wobec cytochromu c jest kluczowym
warunkiem stosowania tych prébnikéw. W pracy [H5] wykazaliémy, ze zaréwno ferricytochrom
¢ jak i anion zelazicyjanku sg zdolne do utleniania hydroetydyny z utworzeniem zaréwno
kationu E* (badZ Mito-E*) jak i dimeru HE-HE. Dimer ten w obecnosci utleniaczy ulega dalszym
przeksztatceniom do HE-E* i E™-E', jak pokazano na rycinie 7. Dimer E'-E' (dietydyna)
zsyntetyzowalismy w wystarczajacej ilosci do wykonania szczegétowych analiz NMR i HRMS,
celem okreslenia jego struktury. Uzyskane wyniki wskazuja, ze dimer E™-E’ jest symetryczny
oraz, ze wigzanie dimerowe zlokalizowane jest pomiedzy atomami weggla C; i Cy. Analiza
poziomu HE i Mito-HE w izolowanych frakcjach mitochondrialnych zawierajgcych cytochrom ¢
bad? pozbawionych cytochromu ¢ (mitoplasty) jednoznacznie wskazuje na znaczng konsumpcje
probnikbw w warunkach naturalnego stezenia cytochromu c. Chociaz zaobserwowana
reaktywno$¢ HE, a szczegdlnie Mito-HE znacznie ogranicza ich zastosowania,
scharakteryzowanie dodatkowych produktéw utleniania HE i synteza standardu dietydyny E"-E"
pozwala przy uzyciu pojedynczego prébnika sledzi¢ nie tylko anionorodnik ponadtlenkowy, lecz
rowniez utleniacze jednoelektronowe, w tym rodniki powstajace z rozpadu nadtlenoazotynu. W
pracy tej, po raz pierwszy zaobserwowaliSmy réwniez enzymatyczng aktywnos$¢ oksydazy
cytochromowej w reakcji utleniania HE do E'. Uzyskane wyniki wskazujy, ze wzrostu
intensywnoéci fluorescencji pochodzacej od HE badz Mito-HE nie tylko nie mozna utozsamiac ze
wzrostem produkcji O,", ale réwniez ze wzrostem catkowitej puli RONS. Dodatkowym
wnioskiem z pracy [H5] jest wysokie podobieristwo w reaktywnos$ci chemicznej w reakcjach
utleniania pomiedzy prébnikami HE i Mito-HE. W pracy tej wykazaliémy, ie pozycja grupy
hydroksylowej jest taka sama dla produktéw reakcji O, z HE i Mito-HE, whrew wczesniejszym
sugestiom, ze w przypadku Mito-HE hydroksylowanie nastgpuje przy atomie wegla C-9 [4].
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Rycina 7. Schemat jednoelektronowego utleniania prébnika HE.
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W zwigzku z odkryciem dodatkowych, dimerowych produktéw utleniania hydroetydyny,
o potencjalnym zastosowaniu diagnostycznym wzgledem jednoelektronowych utleniaczy ([H5]),
zaistniata potrzeba pracy metodycznej, udostepniajgcej spotecznosci naukowej metodyke
ekstrakcji i detekcji HE (i Mito-HE) wraz z petng gama produktéw utleniania (2-OH-E*, E*, HE-HE,
HE-E*, E*-E*, oraz analogdw z grupa trifenylofosfoniowg). W kolejnej pracy ([H6]) przedstawiony
zostat protokét ekstrakcji z komorek i analizy chromatograficznej HPLC prébnika HE (oraz Mito-
HE) i odpowiednich produktéw wewnatrzkomdérkowego utleniania. Opisalismy rézne warianty
syntezy i oczyszczania niedostepnych komercyjnie standardow produktow utleniania oraz
metody chromatograficzne i parametry detekcji probnikéw i ich produktéw z uzyciem techniki
HPLC z detekcjg (a) spektrofotometryczng i fluorymetryczna, (b) elektrochemiczna, oraz (c)
spektrometrii mas.

Praca [H7] jest artykutem przegladowym majgcym na celu utatwienie potencjalnym
uzytkownikom prébnikéw HE i Mito-HE zrozumienia reaktywnos$ci chemicznej probnikéw oraz
ograniczen zwigzanych z fluorymetryczng analizag anionorodnika ponadtlenkowego przy uzyciu
HE badZ Mito-HE. W pracy tej opisalismy dane literaturowe dotyczace reaktywnosci probnikow
wzgledem réznych biologicznie waznych utleniaczy oraz przedstawili$my ewolucje zastosowania
hydroetydyny od prébnika na przezywalnos¢ komérek poprzez selektywny prébnik
fluorescencyjny do wykrywania O,"", do metod opartych na selektywnym oznaczaniu 2-
hydroksyetydyny jako diagnostycznego produktu dla anionorodnika ponadtlenkowego. W pracy
tej opisaliémy réwniez najwazniejsze zastosowania probnika w badaniach biologicznych,
zaréwno oparte na pomiarach catkowitej fluorescencji jak i opartych na chromatograficznym
rozdziale i selektywnej detekcji 2-OH-E". Artykut zawiera rowniez analize kinetyczng wptywu
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wewnatrzkomérkowego poziomu prébnika na jego zdolno$é konkurencji o O, z dysmutaza
ponadtlenkowg oraz mozliwoéci normalizacji oznaczonego poziomu 2-OH-E" do
wewnatrzkomorkowego poziomu HE.

Kolejna praca cyklu habilitacyjnego ([H8]) powstata w oparciu o nasze wczeéniejsze
odkrycie wysokiej reaktywnosci kwasow i estrow boronowych wzgledem nadtlenoazotynu
(ONOO"). W pracy tej uzyliémy kwasu boronowego opartego na strukturze kumaryny (coumarin
boronic acid, CBA) jako profluorescencyjnego probnika do detekcji nadtlenoazotynu. CBA jest
pierwszym profluorescencyjnym prébnikiem do pomiaréw ONOO™ reagujgcym szybko (k =
1,1x10° M?s?), bezpoérednio i stechiometrycznie (1:1) z nadtlenoazotynem. W pracy tej
wykazalismy réwniez, iz nadtlenoazotyn jest gtéwnym indywiduum powstajacym przy pH 7,4 w
obecnoéci strumienia 0,"~ oraz "NO, niezaleinie od stosunku wartosci strumieni obu reagentéow
(rycina 8). Poprzednie doniesienia literaturowe, z uzyciem dihydrorodaminy jako prébnika na
ONOO", wskazywaty na zmienno$¢ wydajnosci ONOO™ w zaleznosci od wzglednych strumieni
0, i "NO, o ksztalcie krzywej dzwonowej [5]. W obliczu danych eksperymentalnych uzyskanych
z uzyciem CBA jako bezposredniego probnika na ONOO™, poprzednie doniesienia literaturowe
mozna wytlumaczy¢ brakiem bezposredniej reakcji pomiedzy dihydrorodaming i
nadtlenoazotynem i dodatkowymi reakcjami pomiedzy rodnikiem prébnika i substratem
nadtlenoazotynu (0, badZ ‘NO) obecnym w nadmiarze.
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Rycina 8. Mechanizm utleniania prébnika CBA w obecnosci strumieni 0, oraz "NO.

Pozycja [H9] jest rozdziatem w publikacji ksiazkowej Principles of Free Radical Biomedicine
przeznaczonej w zamysle redaktoréow dla studentéw kierunkéw biomedycznych. W rozdziale
tym przedstawilismy krotki wstep do technik spektroskopowych uzywanych do badan
rodnikowych form RONS, charakterystyke reaktywnosci chemicznej oraz metody generowania,
detekcji i badania wybranych rodnikéw o znaczeniu biologicznym. Rozdziat ten zawiera réwniez
dyskusje reaktywnoéci chemicznej i wynikajgce z niej ograniczenia stosowania popularnych
spektroskopowych prébnikow na RONS.

W kolejnej pozycji cyklu habilitacyjnego ([H10]) zaproponowaliémy potgczenie uzycia
wybranych pro-fluorescencyjnych prébnikéw do réwnolegtej analizy i monitorowania réznych
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form RONS w trybie o wysokiej przepustowosci (high throughput) w uktadach biologicznych.
Proponowane podejscie polega na podzieleniu ptytki wielostudzienkowej (96- lub 384-
studzienkowej) na poszczegdlne sektory odpowiadajace kazdemu z prébnikéw i monitorowanie
zmian intensywnosci fluorescencji w czasie rzeczywistym z uzyciem odpowiedniego czytnika
plytek. W publikacji zaproponowalismy model linii komdrkowej mysich makrofagdw RAW 264.7
aktywowanych do produkcji O," i/lub *NO i pomiar nastepujgcych form RONS: O, (z uzyciem
hydroetydyny), *NO (z uzyciem diaminofluoresceiny), H,0, (z uzyciem prébnika Amplex Red w
obecnodci peroksydazy chrzanowej) oraz ONOO™ (z uizyciem CBA oraz nowego probnika
boronowego, FIAmBE). Nowy prébnik boronowy, FIAmBE, po utlenieniu tworzy produkt
charakteryzujacy sie fluorescencjg w zakresie sSwiatta zielonego (ok. 520 nm) i moze byc
stosowany w sytuacjach gdy fluorescencja od produktu utleniania prébnika CBA (7-
hydroksykumaryna) w zakresie $wiatta niebieskiego (ok. 450 nm) jest maskowana przez
autofluorescencje komérek. Proponowane analizy z uzyciem czytnika ptytek potgczone sg z
analizami chromatograficznymi HPLC prébnikéw i ich produktéw utleniania badz nitrozowania.
W artykule tym opisujemy nowe, krétkie (< 10 min) metody analizy produktéw, pozwalajace na
analize w relatywnie krotkim czasie plytki 96-studzienkowej (np. dla okreslenia petnych profili
utleniania HE, analiza 96 studzienek zajmuje 13 godzin). Analiza utleniania HE w obecnosci
réznych strumieni O, i "NO wskazuje na zmiang tozsamosci produktu fluorescencyjnego z 2-
OH-E* do E* w miare zwiekszania strumienia *‘NO przy stalym strumieniu O,"". Wyniki te
wskazuja na zmiane tozsamosci utleniacza z O," na rodniki powstate w wyniku rozpadu
nadtlenoazotynu, ilustrujgc koniecznosé analizy HPLC w celu poprawnej identyfikacji danych
uzyskanych przy uzyciu detekeji fluorymetrycznej. Przyktad potaczenia analizy fluorymetrycznej
na plytkach wielostudzienkowych z analizg chromatograficzng prébnikéw i ich produktow
przedstawiony jest na rycinie 9.

Rycina 9. Schemat uktadu eksperymentalnego do réwnolegtego badania réznych form RONS generowanych w
uktadach komdrkewych bgdZ pozakomdrkowych

Pozycja [H11] jest artykutem przeglagdowym na temat reaktywnosci probnikéw boronowych
wzgledem rdznych, biologicznie waznych utleniaczy. W artykule tym podkreslilismy, ze
wiekszos$¢ zwigzkéw boronowych wykazuje bardzo podobng reaktywnos¢ wzgledem utleniaczy,
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przy czym przy jednakowych stezeniach reaguja one ok. miliona razy szybciej z
nadtlenoazotynem (k~10° M?*s?) niz z nadtlenkiem wodoru (k~1 M's™). Przeprowadzone
symulacje kinetyczne wskazuja, ze w obecnosci statego strumienia nadtlenoazotynu dynamika
wzrostu produktu fenolowego niemal natychmiast (< 1min) zaczyna odzwierciedla¢ dynamike
produkcji ONOO™ nawet dla 20 uM stezenia zwigzku boronowego. W tych samych warunkach i
przy 0,5 mM stezeniu probnika potrzeba ponad 30 min, aby szybko$¢ tworzenia produktu
odzwierciedlata strumien H>0.. W artykule tym wskazujemy, ze mimo wzglednie wysokiej
reaktywnoéci zwiazkéw boronowych z kwasem podchlorawym (HOCI) w pH 7,4 (k~10° M''s™),
reakcja ta ma raczej niewielkie znaczenie w ukfadach biologicznych ze wzgledu na wysoka
reaktywnos¢ HOCI wzgledem endogennych zwigzkéw zawierajgcych grupy aminowe i tiolowe.

Pozycja [H12] jest artykutem metodycznym, opisujagcym chromatograficzne metody
oznaczen wybranych RONS z uzyciem prébnikéw tworzacych specyficzne produkty dla
okreslonej formy RONS na ptytkach wielostudzienkowych podzielonych na odpowiednie sektory
dla kazdego prébnika. Potaczenie detekcji specyficznych produktéw z okredleniem wplywu
selektywnych zmiataczy badZ inhibitorow ma umozliwi¢ jednoznaczng charakterystyke
mierzonego indywiduum. W pracy tej zaproponowalismy uzycie probnika o-MitoPhB(OH),,
ktdry w reakcji z nadtlenoazotynem, obok giéwnego produktu fenolowego o-MitoPhOH, daje
dodatkowy, uboczny produkt nitrowania, charakterystyczny dla ONOO™ o-MitoPhNO; (rycina
10) [6]. W pracy tej wykazujemy rowniez koniecznos$¢ okreélenia profili réznych form RONS w
celu prawidtowej interpretacji wynikéw eksperymentalnych. Na przyktad, ze wzgledu na
oksydatywny mechanizm nitrozowania diaminofluoresceiny (DAF-2) uzywanej do detekcji ‘NO,
obecno$é utleniaczy zwieksza wydajno$¢ charakterystycznego produktu triazolowego, DAF-2T,
nawet przy statlym strumieniu 'NO. Przy braku danych na temat obecnosci utleniaczy,
zwiekszenie ilosci DAF-2T zinterpretowane bytoby jako wzrost strumienia "NO.
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Rycina 10. Sciezki utleniania prébnika o-MitoPhB(OH), przez H,0; oraz ONOQ™.

Pozycja [H13] jest artykutem przegladowym, opisujgcym  wartos¢  metod
chromatograficznych analizy produktéw utleniania hydroetydyny i jej analogéw, Mito-HE i
hydropropydyny (HPr* [7]), do wykrywania anionorodnika ponadtlenkowego i innych utleniaczy
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wewnatrz- i zewnatrzkomoérkowych (rycina 11). W artykule tym poréwnujemy widma
fluorescencji 2-OH-Mito-E" i Mito-E* w formacie matrycy wzbudzenie/emisja (fluorescence
excitation/emission matrix, FEEM) celem uwidocznienia problemu z rozdziatem pasm
fluorescencji obu zwigzkéw i koniecznoscia chromatograficznego rozdziatu produktéw
utleniania hydroetydyny i jej analogéw. W kontekscie biologicznego znaczenia reaktywnosci
chemicznej prébnikéw pozycja [H13] zawiera warty odnotowania dodatkowy przykfad analizy
poréwnawczej utleniania hydroetydyny w réznych modelach komérkowych choroby Parkinsona
(Parkinson’s Disease, PD). Pokazujemy, ze whrew powszechnej opinii, produkcja anionorodnika
ponadtlenkowego nie jest cechg wspdlng roznych modeli komorkowych PD, i w przypadku np.
rotenonu jednoelektronowe utlenienie, a w przypadku 6-hydroksydopaminy dwuelektronowe
utlenienie hydroetydyny jest mechanizmem prowadzgcym do zwigkszonej fluorescencji
obserwowanej dla tych zwigzkéw. Jak wykazaliSmy w oryginalnej pracy, inhibicja oksydacji
fosforylacyjnej i obnizenie poziomu ATP jest cechg wspdélng tych modeli, a nie wzrost poziomu
0,"" [8]. W artykule [H13] proponujemy réwniei nowe podejécie eksperymentalne polegajace
na uzyciu trzech prébnikéw, HE, Mito-HE i HPr*, do badania poziomu O;" i innych utleniaczy
odpowiednio jako catkowita pula w komérkach, w przestrzeni mitochondrialnej oraz w
przestrzeni na zewnatrz komorek.
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Rycina 11. Schemat utleniania probnikow HE, Mito-HE i HPr" w reakcjach zalezinych oraz niezaleznych od
anionorodnika ponadtlenkowego (0,").

W pozycji [H14] proponujemy nowg metode badann przesiewowych o wysokiej
przepustowosci (HTS) w celu odkrycia nowych, selektywnych inhibitorow oksydazy NADPH
(NADPH oxidase, Nox). Pomimo przyjmowanego udziatu izoenzyméw Nox w patofizjologii
uktadu naczyniowego, procesach neurodegeneracyjnych czy chorobach nowotworowych, nie
ma obecnie powszechnie dostepnych inhibitorow nie tylko specyficznych wzgledem
okredlonego izoenzymu Nox, lecz nawet specyficznych wzgledem catej rodziny enzyméw Nox.
Schemat proponowanych badan przesiewowych przedstawiony jest na rycinie 12. Podstawowe
elementy nowosci naukowej tego artykulu to: (i) zastosowanie w analizach podstawowych
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nowych prébnikéw fluorescencyjnych o scharakteryzowanej reaktywnosci chemicznej i scisle
okreélonej reaktywnosci wzgledem O,"” (hydropropydyna, HPr') i H,0, (CBA); (ii) opracowanie
bardzo szybkiej (90 s) metody chromatograficznej do analizy 2-OH-E* na plytce 384-
studzienkowej; (iii) opracowanie metody analizy aktywnosci mitochondriow (oddychanie
komadrkowe) i aktywnosci Nox2 w modelu zdyferencjonowanych komaérek HL60, w formacie
ptytki 96-studzienkowej z uzyciem analizatora strumieni zewngtrzkomérkowych Seahorse XF96,
bez prébnikéw RONS do testow potwierdzajacych; (iv) opracowanie metody jednoczesnej
detekcji O, i Hy0, z uzyciem mieszaniny prébnikéw HE i CBA, z bardzo szybka detekcja
chromatograficzna (90 s) produktéw COH i 2-OH-E*; (v) analiza poréwnawcza produkcji 0, |
H20, przez trzy izoenzymy: Nox2, Nox4 i Nox5. W artykule tym pokazujemy przyktad badan
przesiewowych niewielkiej grupy zwigzkéw (~40 zwigzkéow) w formacie plytek 384-
studzienkowych, i proponujemy nowy zwigzek jako inhibitor enzymu Nox2. Wykazujemy, ze
komercyjne inhibitory oksydazy NADPH, DPI i VAS2870, w przeciwieristwie do nowoodkrytego
inhibitora, oprdcz inhibicji enzymu Nox2 prowadzg do inhibicji oddychania komdrkowego
(mitochondrialnej konsumpcji tlenu). Dodatkowo, wykazujemy w tym artykule, ze izoenzym
Nox4, w przeciwienstwie do Nox2 i Nox5, produkuje H,0; jako jedyny mierzalny produkt, bez
uwalniania O0,", wbrew wielu raportom literaturowym, wskazujagcym na podwyiszong
produkcje 0,"~ w ukitadach biologicznych zawierajagcych Nox4 na podstawie zwiekszonej
intensywnosci fluorescencji pochodzacej od utleniania hydroetydyny.
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Primary assa Orthogonal assay  false-positives Confirmatory assayE Post-screening studies |

I % = O Dose response | | :
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Rycina 12. Schemat badan przesiewowych o wysokiej przepustowosci w celu odkrycia nowych, selektywnych
inhibitorow oksydazy NADPH.

Podsumowanie najwazniejszych osiggnie¢ naukowych habilitanta, opisanych w cyklu
habilitacyjnym:

1. Zaproponowatem mechanizm utleniania probnika hydroetydyny (HE) i mito-
hydroetydyny (Mito-HE, MitoSOX Red) w reakcjach w obecnoSci anionorodnika
ponadtlenkowego oraz w reakcjach utleniania jedno- i dwuelektronowego w
nieobecnosci  anionorodnika  ponadtlenkowego. Dokonatem  charakterystyki
spektroskopowej i kinetycznej kationorodnika HE''. Okreslitem Zrédfo specyficznosci
produktu 2-OH-E* dla reakcji HE z anionorodnikiem ponadtlenkowym. (prace [H1], [H3],

[H5]).
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Opisatem fotochemiczne reakcje utleniania hydroetydyny. Odkrytem fotouczulajqcy
wplyw produktu utleniania prébnika, 2-OH-E', w konwersji hydroetydyny do kationu
etydyny (E'). Okreslitem inne czynniki (sonoliza roztworéw wodnych, reaktywnosé
prébnika wzgledem zmiataczy reaktywnych form tlenu i azotu) wplywajqce na stabilnos¢
probnika. (praca [H2])

Odkrytem i okreslitem struktury nowych, dimerowych produktow jednoelektronowego
utleniania probnikéw HE i Mito-HE. Wykazatem wystepowanie jednoelektronowego
utleniania probnikéw HE i Mito-HE w komédrkach i izolowanych mitochondriach oraz
wplyw poziomu cytochromu c na szybko$¢ konsumpcji probnikow. Wykazafem wysokie
podobieristwo w reaktywnosci chemicznej prébnikéw HE i Mito-HE. (praca [H5])
Dokonatem charakterystyki spektroskopowej (spektroskopia absorpcyjna UV-vis oraz
spektrofluorymetria) prébnikéw HE i Mito-HE oraz ich produktéw utleniania. (prace [H4],
[H5], [H6], [H7])

Opracowatem metody chromatograficzne HPLC (z detekcjq  absorpcyjng,
fluorymetryczng, elektrochemiczng oraz spektrometrii mas) analizy produktow
utleniania prébnikéw opartych na hydroetydynie i probnikow boronowych.
Opracowatem protokoly pomiarowe detekcji anionorodnika ponadtlenkowego w
uktadach chemicznych i biologicznych. (prace [H2], [H4], [H6], [H10], [H14])
Opracowatem metody detekcji nadtlenoazotynu z uzyciem profluorescencyjnych
probnikéw boronowych (np. kwasu kumarynoboronowego, CBA) w ukfadach
biochemicznych i komdérkowych. Prébniki boronowe sq pierwszq generacjq probnikow na
nadtlenoazotyn, reagujgcych z ONOO™ bezposrednio i stechiometrycznie. (prace [H8],
[H10])

Opracowatem szybkie metody detekcji réznych reaktywnych form tlenu i azotu (RONS) z
uzyciem czytnika ptytek w potgczeniu z szybkimi analizami chromatograficznymi HPLC,
celem okreslenia profili RONS produkowanych przez aktywowane makrofagi.
Opracowatem szybkie metody chromatograficzne HPLC analizy specyficznych produktéw
powstajgcych z probnikéw z okreslonymi formami RONS. (prace [H10], [H12])
Opracowatem nowe metody badan przesiewowych celem odkrycia nowych,
selektywnych inhibitoréw enzymow z rodziny oksydaz NADPH. (praca [H14])
Opracowatem nowe, szybkie metody chromatograficzne analizy produktow utleniania
HE i CBA, (2-hydroksyetydyny i 7-hydroksykumaryny) oraz metody réwnoczesnej analizy
obu produktéow. Wykorzystatem te metody do réwnoczesnej detekcji anionorodnika
ponadtlenkowego i nadtlenku wodoru i zastosowafem je do badan nad tozsamosciq
pierwotnych produktéw izoenzymow oksydazy NADPH: Nox2, Nox4 i Nox5. (praca [H14])
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Cytowana literatura z pominieciem prac wylistowanych jako dotychczasowy dorobek naukowy
habilitanta:

[1] Bonini M.G., et al. The oxidation of 2',7'-dichlorofluorescin to reactive oxygen species: a self-
fulfilling prophesy? Free Radic. Biol. Med. 2006, 40, 968-75.

[2] Wrona M., Wardman P. Properties of the radical intermediate obtained on oxidation of 2',7'-
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[5] Thomas, D. D., et al. Superoxide Fluxes Limit Nitric Oxide-induced Signaling. J. Biol. Chem.
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[6] Sikora, A., et al. Reaction between peroxynitrite and triphenylphosphonium-substituted
arylboronic acid isomers: identification of diagnostic marker products and biological
implications. Chem. Res. Toxicol. 2013, 26, 856-867.

[7] R. Michalski, et al. Hydropropidine: A novel, cell-impermeant fluorogenic probe for
detecting extracellular superoxide. Free Radic. Biol. Med. 2013, 54, 135-147.

[8] B. P. Dranka, et al. Alterations in bioenergetic function induced by Parkinson’s disease
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941-951.

5. Pozostafe osiggniecia naukowo-badawcze

5.1 Publikacje naukowe w czasopismach znajdujacych sie w bazie Journal Citation Reports

Przed uzyskaniem stopnia doktora (2 prace):

Prace [A1] i [A2] stanowig czes¢ mojej rozprawy doktorskiej. Praca [Al] przedstawia
mechanizm wieloetapowego utleniania 3,6-diamino-10-metyloakrydanu. W pracy tej
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scharakteryzowaliémy spektroskopowo produkty posrednie, kationorodnik oraz rodnik, taczac
badania w szkliwach kriogenicznych oraz rozdzielcze w czasie badania metodg radiolizy
impulsowej i laserowej fotolizy btyskowej. Praca [A2] jest jedng z dwéch prac opublikowanych
w tym samym czasie opisujacg po raz pierwszy podstawowa chemie radiacyjng
niskotemperaturowych cieczy jonowych. Dodatkowo zaproponowalismy (wraz z przykiadami)
wykorzystanie cieczy jonowych w badaniach rodnikéw i jonorodnikéw zwigzkow
staborozpuszczalnych w klasycznych rozpuszczalnikach stosowanych w badaniach radiacyjnych
szkliw niskotemperaturowych.

[A1] A. Marcinek, J. Zielonka, J. Adamus, J. Gebicki, M.S. Platz. Direct characterization of radical
species generated on one-electron oxidation of 3,6-diamino-10-methylacridan. J. Phys. Chem. A
2001, 105, 875-879. IF,001 = 2,630, wktad wiasny = 10%, liczba cytowar: 7

Moim wktadem jest wykonanie czesci pomiardw, analiza uzyskanych wynikdw oraz udziat w
przygotowaniu manuskryptu.

[A2] A. Marcinek, J. Zielonka, J. Gebicki, C.M. Gordon, I.R. Dunkin. lonic Liquids: Novel Media for

Characterization of Radical lons. J. Phys. Chem. A 2001, 105, 9305-9309. IFy001 = 2,630, wkiad
wtasny = 50%, liczba cytowan: 79

Moim wkfadem jest zaprojektowanie i wykonanie wiekszosci pomiaréw, analiza i dyskusja
wynikow oraz udziat w przygotowaniu manuskryptu.

Po uzyskaniu stopnia doktora (artykuty niewchodzgce do monotematycznego cyklu

habilitacyjnego, 46 prac):

Po uzyskaniu stopnia doktora kontynuowatem badania nad reaktywnos$cig rodnikow i
jonorodnikéw zaréwno w kontekécie badari podstawowych o znaczeniu poznawczym jak i
badan stosowanych czy tez o potencjalnym znaczeniu biologicznym/farmakologicznym. Wraz z
moim wyjazdem na staz podoktorski do Medical College of Wisconsin zwigkszyto si¢ moje
zainteresowanie badaniami o znaczeniu biologicznym i terapeutycznym oraz udziatem
reaktywnych form tlenu i azotu w procesach fizjologicznych i patofizjologicznych. W tym czasie
zauwazytem jak wazne w tych badaniach s3 metody detekcji oraz poznatem ograniczenia
owczesénie stosowanych technik. Doprowadzito to do mojej koncentracji na metodyce detekcji
reaktywnych form tlenu i azotu w ukfadach biologicznych oraz na poszukiwaniu nowych
rozwigzan w tej dziedzinie. W ostatnich latach moje zainteresowania naukowe koncentruja si¢
takie profilowaniu metabolizmu komérkowego m.in. z wykorzystaniem technik
chromatograficznych, w tym LC-MS/MS oraz na wykorzystaniu roéinic w statusie

22



Zatgcznik 1: Autoreferat

bioenergetycznym komérek rakowych (m. in. efekt Warburga) do selektywnej inhibicji wzrostu
komorek rakowych in vitro oraz wzrostu tkanki nowotworowej in vivo.

Praca [B1] stanowi przyktad badan podstawowych nad strukturg wysoce niestabilnych
jonorodnikdw. W pracy tej okreslilismy strukturg kationorodnika benzopinakolu, wykorzystujac
metode radiolizy niskotemperaturowych szkliw organicznych oraz napromieniania
niskotemperaturowych matryc argonowych.

W serii prac ([B2], [B8], [B10]) wykonanych w ramach wspétpracy z Prof, J. Sokolowska
(Katedra Barwnikéw Politechniki tédzkiej) okreslilismy reaktywnosé rodnikowych produktéw
posrednich powstajgcych w wyniku jednoelektronowego utleniania i redukcji barwnikéw
diazowych, w kontekscie ich fotostabilnosci jak rowniez mozliwosci degradacji w Sciekach.

W zwiazku z odkryciem potencjafu terapeutycznego kationu 1-metylonikotynamidu
(MNA"), opublikowaliémy prace opisujacy przeciwzapalne wiasciwosci MNA" [B3], wskazujaca
po raz pierwszy, ze MNA" jest biologicznie aktywnym metabolitem nikotynamidu. W kolejne;
publikacji opisalismy reaktywnos¢ w reakcjach redoks nikotynamidu i jego metabolitéw [B16].
W ramach tej tematyki opublikowalismy rowniez artykut opisujacy droge od badan
podstawowych do odkrycia terapeutycznej funkcji MNA" [B5].

W zwiagzku z badaniami funkcji MNA® w komoérkach badalismy réwniez reakcje
transhydrogenacji z udzialem kationdw pirydyniowych, oraz mozliwos¢ modyfikacji
wewngtrzkomdrkowego stezenia koenzymu NADH w reakcjach enzymatycznych i
nieenzymatycznych z udziatem kationéw pirydyniowych ([B4], [B12]).

Udziat i charakterystyka spektroskopowa produktow posrednich w etapowym utlenianiu
NADH do NAD"' byt przedmiotem badan artykutu [B7], powstatego na podstawie wynikéw
opisanych w rozprawie doktorskiej. Mechanizmy wieloetapowych reakcji redoks w ukfadzie
NAD(P)H:NAD(P)" zostaty opisane w pracy przeglagdowe] [B9].

W ramach wspdlpracy z innymi grupami badawczymi, przeprowadzilimy réwniez
kinetyczne badania reaktywnosci wzgledem réinych reaktywnych form tlenu zwigzkow o
znaczeniu terapeutycznym, w tym genisteiny [B6], oraz blokeréw receptoréow f-
adrenergicznych [B13]. Charakterystyka produktéw posrednich w reakcjach redoks leku
przeciwtuszczycowego, ditranolu, stanowita temat kolejnej publikacji [B14].

Powigzane z tematyka cyklu habilitacyjnego sg prace nad wykorzystaniem probnikow
boronowych do detekcji nadtlenoazotynu ([B24], [B27], [B33], [B46]) i wodoronadtlenkow
aminokwasow ([B43]) jak réwniez badania i komentarze nad metodyky detekcji RONS i
reaktywnoscia ~ probnikbw, w  tym DCFH ([B19]), hydropropydyny  ([B32]),
chemiluminescencyjnego probnika L-012 ([B37]), hydroetydyny ([B38], [B39]) czy putapek
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spinowych ([B39], [B42]). Opracowana w cyklu habilitacyjnym i wymienionych powyzej pracach
metodyka badan reaktywnych form tlenu i azotu zostata wykorzystana w badaniach
biologicznych proceséw fizjologicznych oraz réinych modeli chorobowych, w tym w udziatu
anionorodnika ponadtlenkowego w mechanizmie przeciwnowotworowego dziatania
sangwinaryny ([B11]), udzialu tlenku azotu w S$cieice sygnatowej nadtlenku wodoru w
komdrkach $rédbtonka ([B15]), udziale 0, w odpowiedzi komdrkowej na kwas 20-
hydroksyeikozatetraenowy (20-HETE, [B17]), produkcji RONS w komdrkach migénia sercowego
w odpowiedzi na dziatanie cytokin i lipopolisacharydu ([B18]), udziatu O,"~ w mechanizmie
powstawania stany zapalnego w tetnicach w zaleznos$ci od szybkosci przeptywu krwi ([B20]),
udziatlu 0,"~ w odpowiedzi komdrkowej na anestetyk izofluran ([B23]), oraz na mitochinon
(MitoQ, [B25]), zmian wewnatrzkomoérkowego stezenia glutationu (GSH i GSSG) w odpowiedzi
na lek przeciwnowotworowy, triapine ([B26]), roli O, w modelach farmakologicznych
komérkowych PD ([B31]), roli nadtlenoazotynu w modelu in vivo PD ([B40]), oraz udziatu
réznych form RONS w immunoterapii nowotworéw uktadu moczowego z uzyciem szczepow

BCG ([B44]).

Zainteresowanie udzialem RONS w patologii choroby Parkinsona ([B31]) i terapeutyczng
efektywnoscig in vivo apocyniny, zwigzku wykorzystywanego jako naturalny (pro)inhibitor
oksydazy NADPH, zaowocowafo artykutami wykazujacymi wyiszg efektywnos¢ pochodnych
apocyniny, diapocyniny ([B34]) oraz mito-apocyniny ([B45]) w genetycznym modelu mysim
choroby Parkinsona.

W artykule [B21] opisaliémy wptyw bezposredniego sasiedztwa aminokwasow tyrozyny i
metioniny oraz wewnatrzczgsteczkowego przeniesienia elektronu w wybranych peptydach na
produkty koricowe jednoelektronowego utleniania obu aminokwaséw. Wyniki te pozwalaja
lepiej zrozumieé¢ mechanizmy posttranslacyjnych modyfikacji biatek w kontekscie stresu

oksydacyjnego.

W ostatnich latach pojawily sie raporty literaturowe wskazujgce, ze terapeutyki
zaprojektowane celem akumulacji w mitochondriach (mitochondria-targeted agents, MTA) do
usuwania RONS w modelach chorobowych uktadu naczyniowego i nerwowego (np. Mito-Q,
Mito-CP), sg réwniez skuteczne w inhibicji proliferacji komérek nowotworowych. Doprowadzito
to do hipotezy o udziale mitochondrialnych form RONS (w szczegdlnosci 0," i H,02) w
mechanizmie wzrostu komdrek rakowych. W naszych badaniach wykazalidmy, ze zwigzki MTA
(Mito-Q, Mito-CP, Mito-tokoferol, itd.) inhibitujg selektywnie wzrost komorek rakowych in vitro
i prowadza do obnizenia szybkosci wzrostu tkanki nowotworowej w modelach mysich in vivo
([B28], [B30], [B35], [B36]). Dodatkowo, pokazaliSmy, ze w normalnych tkankach te same
zwigzki dziataja ochronnie obnizajagc toksycznos¢ klasycznych chemoterapeutykow
(adriamycyna, cis-platyna) w modelach in vivo ([B22], [B29], [B36]). Rdznice w reaktywnosci
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chemicznej réznych zwigzkéw z grupy MTA przy bardzo podobnym efekcie inhibicyjnym
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oraz udziat w przygotowaniu manuskryptu.

[B43] R. Michalski, J. Zielonka, E. Gapys, A. Marcinek, J. Joseph, B. Kalyanaraman. Real Time
Measurements of Amino Acid and Protein Hydroperoxides using Coumarin Boronic Acid. J. Biol.
Chem. 2014, 289, 22536-22553. IF3013 = 4,600, wkiad witasny = 15%, liczba cytowari: 0

Moim wkiadem jest zaprojektowanie czesci pomiardéw, dyskusja wynikdw oraz udziat w
przygotowaniu manuskryptu.

[B44] G. Shah, J. Zielonka, F. Chen, G. Zhang, Y. Cao, B. Kalyanaraman, W. See. H,0, generation
by BCG induces the cellular oxidative stress response required for BCG's direct effects on
urothelial carcinoma tumor biology. J. Urol. 2014, 192, 1238-1248. IF9;3 = 3,753, wktad wtasny
= 5%, liczba cytowari: 0

Moim wktadem jest zaprojektowanie czesci pomiaréw i dyskusja wynikow.

[B45] B. P. Dranka, A. Gifford, D. McAllister, J. Zielonka, J. Joseph, C.I L. O’Hara, C. L. Stucky, A.
G. Kanthasamy, B. Kalyanaraman. A novel mitochondrially-targeted apocynin derivative
prevents hyposmia and loss of motor function in the leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK2
transgenic mouse model of Parkinson's disease. Neurosci. Lett. 2014, 583, 159-164. IF;013 =
2,055, wktad wtasny = 10%, liczba cytowan: 0

R1441G )

Moim wktadem jest zaprojektowanie i wykonanie czesci pomiaréw, dyskusja wynikow oraz
udziat w przygotowaniu manuskryptu.

[B46] R. Smulik , D. Debski, J. Zielonka, B. Michatowski, J. Adamus, A. Marcinek, B.
Kalyanaraman, A. Sikora. Nitroxyl (HNO) reacts with molecular oxygen and forms peroxynitrite
at physiological pH: Biological implications. J. Biol. Chem., 2014, 289, 35570-35581. IF3013 =
4,600, wktad wtasny = 10%, liczba cytowan: 0

Moim wkiadem jest udziat w zaprojektowaniu czesci pomiaréw, dyskusja wynikow oraz udziat w
przygotowaniu manuskryptu.

tgczny IF publikacji niewchodzgcych w sktad monotematycznego cyklu prezentacji to 206,113;
catkowita liczba cytowan: 852
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5.2 Najblizsze plany badawcze

Moje najblizsze plany badawcze obejmujg opracowanie nowych prébnikéw i metod detekcji
RONS, w tym (i) nowe analogi hydroetydyny; (i) nowe prébniki boronowe; (iii) detekcja
specyficznych produktéw utleniania préobnikéw w modelach in vivo; oraz (iv) okreslenie wptywu
zwigzkéw zawierajgcych grupe trifenylofosfoniowg na poziom metabolitow Sciezki glikolizy i
cyklu Krebsa w komoérkach nowotworowych i odpowiednich komérkach normalnych.

(i) W ramach rozwoju technik pomiarowych anionorodnika ponadtlenkowego planujemy
opracowanie analogu hydroetydyny, zawierajgcego wigzanie estrowe (HE-ester), ulegajjce
hydrolizie pod wptywem wewnatrzkomdérkowych esteraz. W reakcji tej powstaje pochodna HE
zawierajaca w fizjologicznym pH zjonizowana grupe karboksylowa (HE-COOQ™), zapobiegajaca
wyplywowi probnika z komodrek. Wskutek tego mozemy zwigkszy¢ wewngtrzkomodrkowe
stezenie prébnika, jak réwniez zmniejszy¢ jego niespecyficzne utlenianie w mitochondriach.
tadunek ujemny moze réwniez obnizy¢ stopiert wigzania produktéw utleniania prébnika z DNA,
prowadzgc do nizszej toksycznoéci prébnika HE-ester w poréwnaniu z probnikiem HE.
Toksyczno$é produktow utleniania HE jest jednym z gioéwnych czynnikdw ograniczajacych
wartosc¢ stezenia prébnika uzywanego w eksperymentach na liniach komérkowych. Dodatkowo,
hydroliza prébnika przed pomiarem prowadzi do otrzymania nowego prébnika do selektywnych
pomiardw anionorodnika ponadtlenkowego w przestrzeni zewnatrzkomorkowej.

(i) Kolejnym nowym prébnikiem do badan RONS, ktory zaprojektowalismy jest TurnONOO,
prébnik boronowy, ktéry w procesie utleniania ulega zamknieciu pierscienia z utworzeniem
fluorescencyjnego produktu (rycina 13). Potwierdzenie uzytecznosci tego probnika doprowadzi
do dalszych modyfikacji struktury celem przesunigcia widma fluorescencji w kierunku
podczerwieni, co umozliwi obrazowanie fluorescencyjne wybranych form RONS w modelach in
vivo.
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TwrnONOO Produkt fluorescenoyjny

Rycina 13. Schemat utleniania i eyklizacji nowego prébnika boronowego, TurnONOO, z utworzeniem
fluarescencyjnego produktu.

(iii) Kolejny projekt realizowany jest celem zastosowania wybranych prébnikéw do detekcji
RONS w modelach in vivo. W tym celu, zastosowane bedga prébniki boronowe, charakteryzujgce
sie stabilno$cig we krwi (w przeciwienstwie do hydroetydyny, reagujacej wzglednie szybko z
biatkami hemowymi zawartymi we krwi), i dajgce obok gtéwnego, fenolowego produktu,
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charakterystyczny produkt uboczny o potencjalnym zastosowaniu diagnostycznym dla
nadtlenoazotynu (rycina 10). W pierwszych eksperymentach celem potwierdzenia mozliwosci
detekcji nadtlenoazotynu in vivo, planujemy zastosowaé prosty model sepsy polegajacy na
jednorazowym wstrzyknieciu i.p. endotoksyny bakteryjnej, lipopolisacharydu wraz z prébnikiem
boronowym, o-MitoPhB(OH),.

(iv) W ramach prac nad zastosowaniem mitochondrialnych lekéw (mitochondria-targeted
agents, MTA) do selektywnej inhibicji wzrostu komdrek rakowych i mechanizmu dziatania tych
zwigzkéw, zamierzam zbadaé wptyw wybranych zwigzkéw z grupy MTA na poziom stacjonarny
produktéw posrednich w procesach glikolizy oraz cyklu Krebsa, z wykorzystaniem techniki LC-
MS/MS w liniach komérkowych raka piersi oraz trzustki oraz odpowiednich liniach komérek
normalnych. Dodatkowo, zamierzam oznaczy¢ strumienie procesow glikolizy, fosforylacji
oksydatywnej oraz glutaminolizy i wptyw na nie zwigzkéw z grupy MTA, z uzyciem analizatora
strumieni pozakomorkowych (Seahorse XF96) oraz znaczonych izotopowo substratow
komérkowych (2Ce-glukoza, “Cs-glutamina) pofaczonych z analizg LC-MS/MS. Przewiduje, ze
wyniki tych badan pozwolg na rozwdj wiedzy o mechanizmach selektywnego dziatania
zwigzkdéw z grupy MTA wzgledem komdrek nowotworowych.

5.3 Udziat w projektach badawczych

e NIH/NCI (2014-2019), U01 CA178960, Targeting Pancreatic Cancer Energy Metabolism,
Tumor Growth, and Metastasis, wykonawca projektu

e NIH Director’s Pioneer Award Grant (2009-2015), 8DP1HL17650-04, Protein Misfolding
Diseases and Oxido-Reductive Pathways, wykonawca projektu

e Healthy Wisconsin (2014-2015), Hydrogen Sulfide (H,S) Intoxication in Brain Abscesses,
wykonawca projektu

e ERDF (2010-2015), JCET, No. POIG.01.01.02-00-069/09, Srédbtonek naczyniowy w
chorobach cywilizacyjnych: od badar poznawczych do oferty innowacyjnego leku o
dziataniu srodbfonkowym, konsultant projektu

e NIH/NCI (2010-2015), RO1 CA152810, Mitochondria-targeted agents in Breast Cancer,
wykonawca projektu

e NIH/NINDS (2000-2014), RO1 NS039958, Neuroprotection by Mitochondria-targeted
Antioxidants, wykonawca projektu
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NIH/NHLBI (1999-2012), RO1 HLO63119, Nitric Oxide-Mediated Oxidation/Nitration in
Membranes, wykonawca projektu

NIH/NINDS (2000-2010), RO1 NS040494, Bicarbonate Enhances Peroxidation of Sod/ALS
Mutants, wykonawca projektu

NIH/NHLBI (2003-2009), R01 HLO73056, Peroxide, NO and Iron Signaling in Endothelial
Damage, wykonawca projektu

NIH/NCI (1999-2008), R01 CA077822, eNOS & the Radical Mechanism of Antitumor
Anthracyclines, wykonawca projektu

NIH/NHLBI (2002-2007), PO1HL68769, Vascular Signaling by Free Radicals, wykonawca
projektu

5.4 Staze naukowe

2014, listopad — grudzien — visiting professor - Aix-Marseille Universite, Marsylia, Francja
— dwa wyktady na temat metod pomiarowych w badaniach reaktywnych form tlenu i
azotu w uktadach biologicznych, konsultacje naukowe, praca nad wspolnymi projektami
badawczymi

2013, listopad — visiting scientist - Broad Institute of Harvard and MIT, Cambridge, MA,
USA — opracowanie metody wysokoprzepustowych badar przesiewowych (high
throughput screening) z wykorzystaniem nowych prébnikéw profluorescencyjnych;
przetestowanie metody na bibliotece 2000 zwigzkow

2004-2007 — postdoctoral fellow — Department of Biophysics, Medical College of
Wisconsnin, Milwaukee, WI, USA — badania nad mechanizmem utleniania hydroetydyny,
opracowanie metod pomiaréw anionorodnika ponadtlenkowego w wybranych uktadach
biologicznych

5.5 Wspotpraca miedzynarodowa

Podczas ostatnich 10 lat badari zwigzanych z rozwojem metod detekcji reaktywnych form

tlenu i azotu w ukfadach biologicznych, miatem mozliwo$é stuiy¢ jako konsultant oraz
udostepni¢ komercyjnie niedostepne zwigzki wielu grupom badawczym w Stanach
Zjednoczonych, Europie oraz Azji. Dodatkowo, sporadycznie przeprowadzatem analizy
chromatograficzne i EPR ekstraktow z komoérek i tkanek przysytanych z innych laboratoriow w
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obrebie USA. Dziatalno$é ta znajduje odzwierciedlenie we wspotautorstwie (jesli moja rola nie
ograniczata sie tylko do technicznej analizy probek), badZ w sekcji podziekowan artykutéw. Do
dtugoterminowych partnerébw naukowych w ramach wspéipracy badawczej (pomijajac
oczywistg wspotprace miedzy Medical College of Wisconsin i Politechnika t6dzka), zaliczam
jednak jedynie nastepujgcych naukowcow:

Dr Ron Mason, National Institute of Environmental Health Sciences, Research Triangle
Park, NC, USA — wspdtpraca skierowana na rozwdj nowych metod detekcji reaktywnych
form tlenu i azotu w uktadach biologicznych

Dr Pal Pacher, National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism, Rockville, MD, USA —
wspotpraca skierowana na okreslenie terapeutycznej i protekcyjnej funkcji MTA
(mitochondria targeted agents) w chemioterapii

Dr Ashutosh Rao, U.S. Food and Drug Administration, Bathesda, MD, USA — mechanizmy
cytotoksycznosci zwigzku MitoQ (mitochinonu)

Dr David Lambeth, Emory University, Atlanta, GA, USA — poszukiwania nowych
inhibitorow oksydazy NADPH

Dr Micael Hardy, Aix-Marseille Universite, Marsylia, Francja — rozwdj nowych prébnikéw
reaktywnych form tlenu i azotu; opracowanie nowych potencjalnych terapeutykow
skierowanych do mitochondriow

5.6 Najwazniejsze nagrody i wyrdznienia zwigzane z dziatalno$cig naukowa i dydaktyczng

2012 — Top Reviewer 2012 —nagroda przyznana przez rade redakcyjng czasopisma Free
Radical Biology & Medicine za recenzowanie sktadanych manuskryptéw

2004 — Nagroda Zespofowa Ministra Edukacji Narodowej i Sportu za wspotautorstwo
cyklu prac dotyczacych ,Odkrycia terapeutycznej funkcji wybranych analogow koenzymu
NAD”

2004 — Nagroda Zespotowa Il stopnia za cykl prac nt. ,Radiacyjne i fotochemiczne
generowanie nietrwatych potgczeri chemicznych o istotnym znaczeniu poznawczym”

2004 — Najlepszy Asystent w konkursie Belfer roku 2004 organizowanym przez Samorzad
Studencki Wydziatu Chemicznego Politechniki tédzkiej oraz Zrzeszenie Studentow

Polskich
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5.7 Udziat w komitetach redakcyjnych i radach naukowych czasopism

e Free Radical Biology & Medicine, 2012 do obecnie, Elsevier (IF2013 = 5,710) — cztonek
komitetu redakcyjnego (Editorial Board)

e Oxidative Medicine and Cellular Longevity, 2014 do obecnie, Hindawi (IF;0;3 = 3,363) —
cztonek komitetu redakcyjnego (Editorial Board)

5.8 Czionkostwo w miedzynarodowych i krajowych organizacjach oraz towarzystwach
naukowych

e American Chemical Society, 2014 do obecnie — cztonek
e American Association for Cancer Research, 2013 do obecnie — cztonek

e Society for Free Radical Biology and Medicine, 2008 do obecnie — cztonek

5.9 Udziat w konferencjach i komitetach organizacyjnych konferencji

A. Konferencje (w zestawieniu wymienione sq konferencje miedzynarodowe, na ktorych
uczestniczytem osobiscie i przedstawiatem wyniki badan):

1. Measuring Cellular Oxidizing Species with Small Molecule Luminescent Probes — Jacek
Zielonka — Society for Free Radical Biology and Medicine 21% Annual Meeting, pre-
meeting workshop, Seattle, WA, USA, listopad 2014 — zaproszony wyktad

2. Targeting NADPH oxidases in cardiovascular diseases: Development of assays for high
throughput screening of Nox2 inhibitors - Jacek Zielonka, Monika Zielonka, Lynn
VerPlank, Thota Ganesh, Aiming Sun, Gang Cheng, Catherine Communal, William
O'Brien, David Lambeth, B. Kalyanaraman - Cardiovascular Redox Signaling Symposium,
Milwaukee, USA, listopad 2014 — zaproszony wyktad

3. Free radical metabolism and bioenergetic changes in cardiovascular diseases and cancer
— Jacek Zielonka - First Adriatic Symposium on Biophysical Approaches in Biomedical
Studies, Split, Chorwacja, sierpier 2014 — zaproszony wyktad

4. In search for new inhibitors of NADPH oxidases: high throughput screening of bioactive
compounds libraries - Jacek Zielonka, Lynn VerPlank, Monika Zielonka, Gang Cheng,
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Catherine Communal, Balaraman Kalyanaraman — Oxygen Radicals Gordon Conference,
Ventura, CA, USA, luty 2014 — poster

On the chemiluminescent probes for superoxide: Is L-012 probe a reliable tool for
detection and quantification of O," ? — Jacek Zielonka, David Lambeth, B. Kalyanaraman
— Society for Free Radical Biology and Medicine 20™ Annual Meeting, San Antonio, TX,
USA, listopad 2013 — poster

High throughput screening of inhibitors of NADPH oxidases (Nox) — a combination of
fluorescence, HPLC and EPR assays for reliable identification of novel Nox inhibitors -
Zielonka J., Cheng G., Zielonka M., Ganesh T., Sun A., Joseph J., Michalski R., O’Brien W.,
Lambeth D., Kalyanaraman B. — IX International Workshop on EPR in Biology and
Medicine, Krakéw, Polska, paZdziernik 2013 — zaproszony wykiad

New methods of detection of reactive oxygen and nitrogen species: from mechanistic
studies to biological applications — lacek Zielonka, Adam Sikora, Radostaw Michalski,
Micaél Hardy, Brian Dranka, Joy Joseph, Jan Adamus, B. Kalyanaraman — The 6"
European Young Investigator Conference, Stubice, Polska, czerwiec 2013 — zaproszony
wykiad

Bioenergetic changes in glycolysis, Kreb’s cycle, and glutaminolysis in pancreatic cells
treated with mitochondria-targeted cationic drugs - Gang Cheng, Jacek Zielonka, Joy
Joseph, Balaraman Kalyanaraman - American Association for Cancer Research Annual
Meeting, Washington D.C., USA, kwiecieri 2013 — poster

Mitochondria-targeted chromanol inhibits breast cancer cell energy metabolism and
promotes cell death — Jacek Zielonka, Gang Cheng, Donna M. McAllister, A. Craig
Mackinnon Jr., Joy Joseph, Michael B. Dwinell and Balaraman Kalyanaraman — Target
Cancer Metabolism, Boston, MA, USA, styczen 2013 - poster

In search for inhibitors of NADPH oxidases: New assays for superoxide and hydrogen
peroxide as a platform for high throughput screening (HTS) of inhibitors of NADPH
oxidases — Jacek Zielonka, Monika Zielonka, Thota Ganesh, Aiming Sun, Gang Cheng,
William O’Brien, David Lambeth, B. Kalyanaraman — Society for Free Radical Biology and
Medicine 19" Annual Meeting, San Diego, CA, USA, listopad 2012 — poster

Kinetic aspects of activation of boronate-based iron prochelators in cell-free and cellular
systems — Jacek Zielonka, Filip Kielar, Monika Zielonka, Adam Sikora, Katherine J. Franz,
B. Kalyanaraman — IARC Workshop on Reactive Intermediates for Graduate Students

and Young Scholars, Spata, Polska, czerwiec 2012 — zaproszony wyktad
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Development of new assays for high-throughput screening of NADPH oxidase inhibitors -
Jacek Zielonka, Monika Zielonka, Thota Ganesh, Aiming Sun, Joy Joseph, Gang Cheng,
William O’Brien, David Lambeth, B. Kalyanaraman — NADPH Oxidases Gordon
Conference, Waterville Valley Resort, Waterville Valley, NH, USA, czerwiec 2012 —
wybrana prezentacja ustna

Kinetic aspects of activation of boronate-based iron prochelators in cell-free and cellular
systems - Jacek Zielonka, Filip Kielar, Monika Zielonka, Adam Sikora, Katherine J. Franz,
B. Kalyanaraman — Oxygen Radicals Gordon Conference, Ventura, CA, USA, luty 2012 —
poster

Dual antioxidant activity of boronate-based prochelators: scavenging peroxynitrite and
metal ion chelation — Jacek Zielonka, Filip Kielar, Adam Sikora, Katherine J. Franz, B.
Kalyanaraman — Society for Free Radical Biology and Medicine 18" Annual Meeting,
Atlanta, GA, USA, listopad 2011 — poster

Inhibitors of NADPH oxidase decrease peroxynitrite formation in activated macrophages
— Jacek Zielonka, Monika Zielonka, Thota Ganesh, Aiming Sun, David Lambeth, B.
Kalyanaraman — Society for Free Radical Biology and Medicine 18" Annual Meeting,
Atlanta, GA, USA, listopad 2011 — poster

Global profiling of reactive oxygen and nitrogen species in cell-free and model cellular
systems — real time fluorescence monitoring and HPLC measurements — Jacek Zielonka,
Monika Zielonka, Adam Sikora, Jan Adamus, Joy Joseph, Micael Hardy, Olivier Ouari, and
B. Kalyanaraman — Society for Free Radical Biology and Medicine 17" Annual Meeting,
Orlando, FL, USA, listopad 2010 — poster

Reduction of mitochondrial reserve capacity in endothelial cells by nitric oxide and
superoxide — detection and quantitation of peroxynitrite formed from co-generated "NO
and O," - Jacek Zielonka, Brian P. Dranka, Monika Zielonka, Joy Joseph, Micael Hardy,
Adam Sikora, B. Kalyanaraman — Society for Free Radical Biology and Medicine i
Annual Meeting, Orlando, FL, USA, listopad 2010 — poster

Detection of peroxynitrite and its precursors, nitric oxide and superoxide radical anion in
cell-free and cellular systems - Zielonka J., Sikora A., Joseph J., Hardy M., Ouari O.,
Adamus J., Kalyanaraman B. — VIII International Workshop on EPR in Biology and
Medicine, Krakdw, Polska, pazdziernik 2010 — zaproszony wyktad

Detection of peroxynitrite by boronate-based probes: EPR, fluorescence and HPLC studies
- Jacek Zielonka, Adam Sikora, Marcos Lopez, Micael Hardy, Monika Zielonka, Joy
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Joseph, B. Kalyanaraman — EPR 2010 Conference, San Juan, Puerto Rico, maj 2010 —
zaproszony wykfad

Mechanistic analysis of the reaction of ONOO- with boronate-based probes - Jacek
Zielonka, Adam Sikora, Marcos Lopez, Joy Joseph, B. Kalyanaraman — Oxygen Radicals
Gordon Conference, Ventura, CA, USA, luty 2010 — poster

Monitoring of peroxynitrite release from activated macrophages: The use of novel
boronate-based fluorogenic probes — Jacek Zielonka, Adam Sikora, Monika Zielonka, Joy
Joseph, Micael Hardy, B. Kalyanaraman — Society for Free Radical Biology and Medicine
16" Annual Meeting, San Francisco, CA, USA, listopad 2009 — poster

Superoxide reaction with hydroethidine and mito-hydroethidine. EPR, UV-Vis absorption,
fluorescence and HPLC studies - Zielonka J., Sarna T., Kalyanaraman B. —VII International
Workshop on EPR in Biology and Medicine, Krakéw, Polska, pazdziernik 2007 —
zaproszony wykiad

The reaction of superoxide with hydroethidine and its mitochondria-targeted analog:
pulse radiolysis and steady-state analyses - Jacek Zielonka, Tadeusz Sarna, Joan E.
Roberts, James F. Wishart and B. Kalyanaraman - Society for Free Radical Biology and
Medicine 13" Annual Meeting, Denver, CO, USA, listopad 2006 — poster

Pyridinyl radicals as electron donors — Jacek Zielonka, Jerzy Gebicki — International
Conference on Reactive Intermediates and Reaction Mechanisms, Ascona, Szwajcaria,
lipiec 2002 — poster

lonic Liquids as a Novel Glassy Medium for Direct Characterization of Radical lons —
Jacek Zielonka, Andrzej Marcinek, Jerzy Gebicki, Charles M. Gordon, lan R. Dunkin = The
Chemistry and Physics of Matrix Isolated Species, Szklarska Porgba, Polska, lipiec 2001 —
poster

Molecular mechanisms of pyridinium salts cytotoxicity: reactivity of pyridinyl radicals
against oxygen — Jacek Zielonka, Jerzy Gebicki — NATO Advanced Study Institute on Free
Radicals, Nitric Oxide, and Inflammation: Molecular, Biochemical, and Clinical Aspects,
Antalya, Turcja, wrzesien 2001 - poster

Reactive Intermediates Generated by One-electron Oxidation of NADH — Jacek Zielonka
Jan Adamus, Andrzej Marcinek, Jerzy Gebicki — EPA Graduate Student Symposium in
Photochemistry, Fribourg, Szwajcaria, luty 2010 — poster
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28. Generation of Radical Cations in Frozen lonic Liquids — Jacek Zielonka, Andrzej Marcinek,
Jerzy Gebicki, Charles M. Gordon and lan R. Dunkin — EPA Graduate Student Symposium

in Photochemistry, Fribourg, Szwajcaria, luty 2010 — poster

29. Photochemically Induced Dehydration of 1-Benzyl-3-acetyl-6-hydroxy-1,4,5,6-
tetrahydropyridine — Jacek Zielonka, Jan Adamus, Andrzej Marcinek, Jerzy Gebicki — EPA
Graduate Student Symposium in Photochemistry, Fribourg, Szwajcaria, luty 2010 —
poster

30. Reactive Intermediates Generated by One-electron Oxidation of NADH — Jacek Zielonka,
Jan Adamus, Andrzej Marcinek and Jerzy Gebicki — International Workshop on Reactive
Intermediates IWRI"99, Szczyrk, Polska, sierpiert 1999 — poster

B. Udziat w organizacji konferencji
1. Oxygen Radicals Gordon Conference, Ventura, CA, USA, luty 2014 — session chair

2. IARC Workshop on Reactive Intermediates for Graduate Students and Young Scholars,
Spata, Polska, czerwiec 2012 — session chair

5.10 Recenzowanie publikacji

W ciggu ostatnich 10 lat recenzowatem artykuty w réznych czasopismach naukowych
(wymienionych ponizej) stuzac jako ekspert w dziedzinie chemii reakcji redoks w uktadach z
produkcjg reaktywnych produktéw posrednich oraz w dziedzinie chemii probnikow redoks i
detekcji reaktywnych form tlenu i azotu w uktadach biologicznych. Jako czonek komitetu
redakcyjnego czasopisma Oxidative Medicine and Cellular Longevity zajmuje si¢ rowniez
wyborem recenzentéw i podejmuje ostateczne decyzje dotyczace przyjecia artykutéw do druku
w tym periodyku. Ponizej przedstawiam liste czasopism wraz z liczba ztozonych recenzji, wg
stanu na dzien 21 stycznia 2015r.:

e Free Radical Biology & Medicine — 195 recenzji
e Sensors and Actuators B: Chemical = 11 recenzji
e Nitric Oxide — 5 recenzji

e Biochimica & Biophysica Acta — 2 recenzje

e Chemical Research in Toxicology — 2 recenzje
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e Journal of Photochemistry and Photobiology — 2 recenzje
e FEBS Letters — 1 recenzja
e American Journal of Physiology - Heart and Circulatory Physiology — 1 recenzja

e American Journal of Physiology — Regulatory, Integrative and Comparative Physiology —
1 recenzja

e Nature Communications — 1 recenzja

e Chemical Science — 1 recenzja

e Journal of Applied Physiology — 1 recenzja
e free Radical Research — 1 recenzja

e Journal of Physical Chemistry — 1 recenzja
e Laboratory Investigation — 1 recenzja

e PLoS One — 1 recenzja

e Radiation Research — 1 recenzja

* Redox Reports — 1 recenzja

e Radiation Physics and Chemistry — 1 recenzja

6. Dziatalnos¢ dydaktyczna

Podczas studiow doktoranckich (1998-2002 r.) prowadzitem nastepujace zajecia ze
studentami kierunkéw magisterskich oraz inzynierskich:

e Informatyka, laboratorium
e Chemia fizyczna, laboratorium
o Jezyk angielski w chemii, éwiczenia

W okresie po doktoracie (2002 — 2004 r.), przed wyjazdem na staz podoktorski, prowadzitem
nastgpujace przedmioty:

e Chemia fizyczna, ¢wiczenia
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Podstawy informatyki, wyktad + laboratorium

Zatgcznik 1: Autoreferat

Za sposdb prowadzenia zaje¢ w tym okresie zostatem wyrézniony dyplomem Najlepszy Asystent
w konkursie Belfer roku 2004 organizowanym przez Samorzad Studencki Wydziatu Chemicznego

Politechniki tédzkiej oraz Zrzeszenie Studentow Polskich.

8. Syntetyczne dane dotyczgce dorobku naukowego

Udziat w zespotach eksperckich i konkursowych

Recenzent posterow i prezentacji ustnych w celu wyboru laureatéw konkursu Young
Investigator Award — Society for Free Radical Biology and Medicine 17" Annual Meeting,

Orlando, FL, USA, listopad 2010

Ponizej przedstawiam dane sumaryczne dotyczace mojego dorobku naukowego, w tym dane
uzyskane z bazy Web of Science, z dnia 19/01/2015.

Web of Science author identifier: N-9546-2014
Publikacje z listy JCR: 61

Sumaryczny IF: 265,773

taczna liczba cytowan (wg. JCR): 1379
Cytowania obce w periodykach JCR: 1196
Autocytowania w periodykach JCR: 183
Indeks Hirscha: 24

Konferencje miedzynarodowe: 29

Wykonawstwo w projektach badawczych: 10
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