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1. Dane osobowe

Imie i nazwisko: Adam Barttomiej Sikora

Data i miejsce urodzenia: 21 marca 1977 r., £tédz
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2007 r. StopieA doktora nauk chemicznych, tytut rozprawy doktorskiej: Procesy
powstawania kationdw nitreniowych towarzyszqce reakcjom przeniesienia
elektronu, promotor: prof. dr hab. inz. Andrzej Marcinek, Wydziat Chemiczny

Politechniki todzkiej
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Chemiczny Politechniki tédzkiej

3. Dotychczasowe zatrudnienie w jednostkach naukowych

20062009 asystent, Miedzyresortowy Instytut Techniki Radiacyjnej, Wydziat

Chemiczny Politechniki todzkiej

2008-2009 postdoctoral fellow, Department of Biophysics, Medical College of

Wisconsin, Milwaukee, Wisconsin, USA

2009-obecnie adiunkt, Miedzyresortowy Instytut Techniki Radiacyjnej, Wydziat

Chemiczny Politechniki todzkiej



4. Syntetyczne dane dotyczgce dorobku naukowego

Ponizej przedstawiam dane dotyczgce mojego dorobku naukowego, w tym dane uzyskane

z bazy Scopus, z dnia 9 stycznia 2019 roku

taczna liczba publikacji: 35 (29 po doktoracie)

Liczba publikacji stanowigcych osiggniecie: 11

Liczba cytowan (wg bazy danych Scopus): 952

Liczba cytowan bez autocytowan (wg bazy danych Scopus): 823
Indeks Hirscha: 15

Sumaryczny IF wszystkich publikacji: 176,02

Sumaryczny IF 11 prac stanowigcych osiggniecie: 98,95

Liczba cytowan 11 prac stanowigcych osiggniecie (wg bazy danych Scopus): 509

5. Osiggniecia naukowe zgtoszone jako podstawa do przewodu habilitacyjnego

a. Tytut osiggniecia naukowego:

Mechanistyczne aspekty reaktywnosci i wykorzystanie wybranych prébnikow

molekularnych przeznaczonych do detekcji reaktywnych form tlenu i azotu

Podstawe osiggniecia stanowi cykl 11 publikacji wspotautorstwa habilitanta.

b. Spis monotematycznych publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe zgtoszone jako
podstawa do przewodu habilitacyjnego. Kopie publikacji oraz oswiadczenia

wspoétautoréow zamieszczono odpowiednio w zatgcznikach 3 i 4.

H1. A. Sikora, J. Zielonka, M. Lopez, J. Joseph, B. Kalyanaraman, Direct oxidation of boronates
by peroxynitrite: mechanism and implications in fluorescence imaging of peroxynitrite, Free

Radic. Biol. Med. 47 (2009) 1401-7. IFy009 = 6,081, wktad wtasny = 70%, liczba cytowan: 158

Moim wktadem jest zaprojektowanie i wykonanie wiekszosci eksperymentow, w tym
wszystkich badan reaktywnosci zwigzkdw boronowych, analiza, interpretacja i dyskusja

wynikow oraz przygotowanie wiekszosci rysunkow i wstepnej wersji manuskryptu.



H2. 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, ). Biol. Chem. 285 (2010) 14210-6. JBC Paper of the
Week. IF3010 = 5,328, wkfad wtasny = 40%, liczba cytowan: 118

Moim wktadem jest zaprojektowanie i wykonanie czesci eksperymentow, w tym badan
utleniania kwasu 7-boronokumarynowgo przez nadtlenoazotyn generowany przy roznych
stosunkach generowanych réwnolegle strumieni anionorodnika ponadtlenkowego i tlenku
azotu, analiza, interpretacja i dyskusja wynikow tych eksperymentdw oraz przygotowanie
odpowiednich rysunkdw do wstepnej wersji manuskryptu, a takze konsultacje finalnej wersji

manuskryptu.

H3. A. Sikora, J. Zielonka, M. Lopez, A. Dybata-Defratyka, J. Joseph, A. Marcinek,
B. Kalyanaraman, Reaction between peroxynitrite and boronates: EPR spin-trapping, HPLC
analyses, and quantum mechanical study of the free radical pathway, Chem. Res. Toxicol. 24

(2011) 687-97. IF3011 = 3,779, wktad witasny = 70%, liczba cytowan: 53

Moim wktadem jest zaprojektowanie i wykonanie, bgdZ wspotwykonanie wiekszosci
eksperymentow, w tym badan przeprowadzonych z wykorzystaniem techniki putapkowania
spinowego, analiza, interpretacja i dyskusja wynikow oraz przygotowanie rysunkow

i wstepnej wersji manuskryptu.

H4. A. Sikora, J. Zielonka, J. Adamus, D. Debski, A. Dybata-Defratyka, B. Michatowski,

J. Joseph, R.C. Hartley, M.P. Murphy, B. Kalyanaraman, Reaction between peroxynitrite and
triphenylphosphonium-substituted arylboronic acid isomers: identification of diagnostic
marker products and biological implications, Chem. Res. Toxicol. 26 (2013) 856—67.

IF3013 = 4,190, wktad wtasny = 70%, liczba cytowan: 27

Moim wktadem jest zaprojektowanie i wykonanie bgdz wspdtwykonanie wiekszosci
eksperymentow, w tym badan kinetycznych reaktywnosci badanych prébnikéw boronowych
dedykowanych do detekcji nadtlenku wodoru i nadtlenoazotynu w mitochondriach,
przeprowadzonych z wykorzystaniem techniki radiolizy impulsowej, oraz eksperymentow

przeprowadzonych technikq putapkowania spinowego, analiza wydajnosci powstajgcych



produktow oraz interpretacja i dyskusja wynikow a takze przygotowanie wiekszosci rysunkow

i wstepnej wersji manuskryptu.

H5. 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. 289 (2014) 35570-81.
IF3014 = 4,573, wkiad wtasny = 40%, liczba cytowan: 32

Moim wktadem jest ogdlna koncepcja pracy, zaprojektowanie w zarysie wiekszosci
eksperymentow, w tym opracowanie nowej metody badania reaktywnosci azanonu
(nitroksylu, HNO) z wykorzystaniem metody reakcji konkurencyjnych i profluorescencyjnych
probnikéw boronowych wykorzystywanych w tej metodzie do detekcji powstajgcego

w uktadzie nadtlenoazotynu, interpretacja i dyskusja wynikdw oraz przygotowanie

ostatecznej wersji manuskryptu i zapewnienie srodkdw finansowych.

H6. K. Debowska, D. Debski, B. Michatowski, A. Dybata-Defratyka, T. Wdjcik, R. Michalski,
M. Jakubowska, A. Selmi, R. Smulik, t. Piotrowski, J. Adamus, A. Marcinek, S. Chtopicki,

A. Sikora, Characterization of fluorescein-based monoboronate probe and its application to
the detection of peroxynitrite in endothelial cells treated with doxorubicin, Chem. Res.

Toxicol. 29 (2016) 735-46. IFy16 = 3,278, wktad wtasny = 40%, liczba cytowan: 13

Moim wktadem jest ogdlna koncepcja pracy, zaprojektowanie w zarysie wiekszosci
eksperymentdw, interpretacja i dyskusja wynikdw oraz przygotowanie ostatecznej wersji

manuskryptu i zapewnienie srodkdow finansowych.

H7. D. Debski, R. Smulik, J. Zielonka, B. Michatowski, M. Jakubowska, K. Debowska,
J. Adamus, A. Marcinek, B. Kalyanaraman, A. Sikora, Mechanism of oxidative conversion of
Amplex® Red to resorufin: pulse radiolysis and enzymatic studies, Free Radic. Biol. Med. 95

(2016) 323—-32. IF3016 = 5,606, wktad wtasny = 40%, liczba cytowan: 24

Moim wktadem jest ogdlna koncepcja pracy, zaprojektowanie w zarysie wiekszosci
eksperymentdw, wykonanie wstepnych badan z wykorzystaniem techniki radiolizy

impulsowej, dotyczqcych reaktywnosci probnika Amplex® Red wzgledem wybranych
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jednoelektronowych utleniaczy, interpretacja i dyskusja wynikow, przygotowanie ostatecznej

wersji manuskryptu i zapewnienie srodkdw finansowych.

H8. R. Smulik-lzydorczyk, A. Mesjasz, A. Gerbich, J. Adamus, R. Michalski, A. Sikora, A kinetic
study on the reactivity of azanone (HNO) toward its selected scavengers: insight into its
chemistry and detection, Nitric Oxide 69 (2017) 61-8. IFy17 = 4,367, wktad wtasny = 40%,

liczba cytowan: 3

Moim wktadem jest ogdlna koncepcja pracy, zaprojektowanie w zarysie wiekszosci
eksperymentow, interpretacja i dyskusja wynikow oraz przygotowanie ostatecznej wersji

manuskryptu i zapewnienie srodkdw finansowych.

H9. J. Zielonka, J. Joseph, A. Sikora, M. Hardy, O. Ouari, J. Vasquez-Vivar, G. Cheng, M. Lopez,
B. Kalyanaraman, Mitochondria-targeted triphenylphosphonium-based compounds:
syntheses, mechanisms of action, and therapeutic and diagnostic applications, Chem. Rev.

117 (2017) 10043—-120. IFy017 = 52,613, wktad wtasny = 20%, liczba cytowan: 79

Moim wktadem jest przygotowanie czesci przeglgdu dotyczqcej wtasnosci probnikow
molekularnych dedykowanych do detekcji w obrebie mitochondriow reaktywnych form tlenu,
azotu i siarki (z wytgczeniem czesci poswieconej putapkom spinowym) oraz kilku innych

pomniejszych fragmentdw pracy.

H10. R. Smulik-lzydorczyk, K. Debowska, J. Pieta, R. Michalski, A. Marcinek, A. Sikora,
Fluorescent probes for the detection of nitroxyl (HNO), Free Radic. Biol. Med. 128 (2018)
69—-83. IF2017 = 6,020, wktad witasny = 60%, liczba cytowan: 2

Moim wktadem jest ogdina koncepcja pracy oraz przygotowanie jej wiekszej czesci
poswieconej omowieniu wtasnosci 3 klas fluorescencyjnych probnikdw przeznaczonych
do detekcji HNO — probnikow zbudowanych z uktaddw fluoroforowych potqczonych
kowalencyjnie z kompleksami jonéw miedzi cu”, probnikdéw opartych na wysokiej
reaktywnosci HNO wzgledem fosfin aromatycznych oraz probnikow bedqcych estrami
zwigzkow fluorescencyjnych i kwasu 2-merkapto-2-metylopropionowego. Przygotowatem

rowniez ostatecznq wersje manuskryptu.
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H11. R. Smulik-lzydorczyk, M. Rostkowski, A. Gerbich, D. Jarmoc, J. Adamus, A. Leszczynska,
R. Michalski, A. Marcinek, K. Kramkowski, A. Sikora, Decomposition of Piloty's acid derivatives
— Toward the understanding of factors controlling HNO release, Arch. Biochem. Biophys. 661
(2019) 132-44. IF3017 = 3,118, wkfad wtasny = 40%, liczba cytowan: 0

Moj wktad polegat na opracowaniu ogdlnej koncepcji pracy, zaprojektowaniu w zarysie
wiekszosci eksperymentow, interpretacji i dyskusji wynikéw oraz przygotowaniu ostatecznej

wersji manuskryptu i zapewnieniu srodkdw finansowych.

c. Omdwienie celu naukowego wyzej wymienionych prac i osiggnietych wynikéw
Wprowadzenie

Przedmiotem artykutéw przedstawionych jako osiggniecie naukowe, bedace podstawg
niniejszej rozprawy habilitacyjnej, jest charakterystyka mechanistycznych aspektow
reaktywnos$ci wybranych prébnikdw molekularnych zaprojektowanych do detekgji
reaktywnych form tlenu, badz reaktywnych form azotu, oraz praktyczne wykorzystanie tych
probnikow w uktadach chemicznych, enzymatycznych oraz biologicznych.

Na przestrzeni ostatnich 50 lat dokonano ogromnego postepu w opisie chemicznej
reaktywnosci irozumieniu biologicznej roli reaktywnych form tlenu (RFT, ang. ROS)
i reaktywnych form azotu (RFA, ang. RNS), do ktérych zaliczy¢ nalezy przede wszystkim
anionorodnik ponadtlenkowy (0,""), nadtlenek wodoru (H,0,), rodnik hydroksylowy (‘OH)
kwas chlorowy (I) (HOCI), kwas bromowy (1) (HOBr), kwas hypotiocyjanowy (HOSCN), tlenek
azotu ("NO), ditlenek azotu ("NO,) oraz nadtlenoazotyn (ONOO~). Powszechnie przyjmuje sie,
iz indywidua te biorg udziat w rdznorakich procesach fizjologicznych i patofizjologicznych.
Pomimo kilku dekad intensywnych badan poswieconych charakterystyce biologicznej roli RFT
i RFA, ze wzgledu na ich wysoka reaktywnos¢ i krotki czas zycia w uktadach biologicznych,
detekcja iilosciowe oszacowanie produkcji tych indywiduéw w badanych uktadach weciaz
pozostaje duzym wyzwaniem.

Dla zrozumienia roli, jakg poszczegdlne RFT i RFA odgrywajg w procesach biologicznych
potrzebna jest szczegdtowa charakterystyka powstajgcych in vivo produktéw oksydatywnej
modyfikacji roznorakich biomolekut — biatek, kwaséw nukleinowych i lipidédw. Podejscie takie

pozwala okresli¢ czestokro¢ dosé specyficznie, jakie indywiduum produkowane jest
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w badanym uktadzie, nie daje jednak mozliwosci iloSciowego monitorowania jego produkgji
w funkcji czasu. Aby ten cel osiggngé, wykorzystuje sie techniki fluorescencyjne
i odpowiednie luminescencyjne prébniki molekularne. [1]

W literaturze przedmiotu opisano caty szereg probnikéw zaprojektowanych do detekcji
poszczegblnych RFT i RFA. Prébniki takie, reagujac z reaktywng formg tlenu, badz reaktywna
formg azotu, przeksztatcane s3 wstosunkowo trwate, fluorescencyjne lub
chemiluminescencyjne produkty, ktérych produkcje sledzi¢ mozna wykorzystujgc bardzo
czute techniki fluorescencyjne. W ostatnich dziesiecioleciach prébniki luminescencyjne staty
sie powszechnie wykorzystywanym narzedziem w badaniach biologicznych poswieconych
okresleniu roli jaka RFT iRFA odgrywajg wrdznorakich procesach fizjologicznych
i patofizjologicznych. Racjonalne wykorzystanie takich prébnikdw wymaga jednak dobrego
zrozumienia mechanizmu ich dziatania. Najczesciej prébniki takie przeksztatcane sg do
odpowiednich fluorescencyjnych produktéw na drodze reakcji utlenienia. Dla wtasciwego
opisu mechanizmu oksydatywnej transformacji danego prébnika, jak idla poprawnej
interpretacji danych eksperymentalnych uzyskanych z jego wykorzystaniem, potrzebna jest
doktadna charakterystyka jego reaktywnosci, a w wielu przypadkach réwniez charakterystyka
reaktywnosci powstajacych nietrwatych produktéw posrednich. [1, 2]

Na przestrzeni ostatnich 25 lat szczegdblnie wiele uwagi poswiecono charakterystyce
nadtlenoazotynu. [3] Kwas nadtlenoazotawy (ONOOH) i anion nadtlenoazotynowy (ONOO"),
bedgce brgstedowsky parg kwas—zasada (pKa(ONOOH) =6,8), [3] sq to wysoce reaktywne
utleniacze powstajgce in vivo na drodze rekombinacji dwdch biologicznie istotnych rodnikéw:
anionorodnika ponadtlenkowego (0,"") itlenku azotu ('NO). Wspomniany proces
rekombinacji jest reakcjag bardzo szybkg, kontrolowang dyfuzyjnie (reakcja 1,
ki=0,4-1,6 x 10°° M) [3] przez co wygrywa ona zinnymi Sciezkami zaniku obu tych
rodnikdw (np. dysmutacjg anionorodnika ponadtlenkowego katalizowang przez dysmutazy

ponadtlenkowe).

0, + "NO - ONOO" (reakcja 1)

Nadtlenoazotyn jest silnym jedno- i dwuelektronowym utleniaczem
(E°'(ONOO7, 2H'/°'NO,) = 1,4 V i E*'(ONOO~, 2H'/NO,) = 1,2V w pH 7). [4] Co istotne jest on
rowniez zrédtem silnie utleniajgcych rodnikéw, ktére powstawa¢ mogg badZz na drodze
homolitycznego zerwania wiazania O-O w czasteczce ONOOH (reakcja 2, k,=0,9s™
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dla pH 7,4 i37°C), [5] badZ na drodze reakcji anionu ONOO"™ z ditlenkiem wegla (reakcja 4,
ks =5,8x 10" M s, 37°C). [6] Réwnolegle z reakcja, w ktérej powstajg rodniki *NO, i “OH

(reakcja 2), zachodzi reakcja izomeryzacji kwasu ONOOH do kwasu azotowego (V) (reakcja 3).

ONOOH — "OH + °NO, (reakcja 2)
ONOOH — NO; +H* (reakcja 3)
ONOO™ + CO, —» ONOOCO," (reakcja 4)
ONOOCO, — °NO, + CO5"~ (reakcja 5)
ONOOCO, — NO3 +CO, (reakcja 6)

Powstajacy w reakcji 4, niestabilny anion nitrozonadtlenoweglanowy (ONOOCO;)
rozktada sie do ditlenku azotu (NO;) ianionorodnika weglanowego (CO;"") (reakcja 5,
1N =35% poczatkowej ilosci ONOOCO, ) lub do azotanu (V) iditlenku wegla (reakcja 6,
M = 65% poczatkowej ilosci ONOOCO; ). [6] Reakcje 2 i 5 prowadzg do powstawania silnych
jednoelektronowych utleniaczy: rodnika hydroksylowego (‘OH), ditlenku azotu ('NO,)
oraz anionorodnika weglanowego (€CO;"). [7]

Przez wiele lat metody detekcji nadtlenoazotynu opieraty sie na reakcji utleniania
odpowiednich fluorescencjogennych proébnikéw, bedacych zredukowanymi barwnikami
fluorescencyjnymi, przez wspomniane rodniki CO3"~, "NO, i‘OH, ktdérych Zrédtem jest
nadtlenoazotyn. Do prébnikdw takich nalezg dichlorodihydrofluoresceina (DCFH)

i dihydrorodamina (DHR) (schemat 1). [8]

A
[ola Q, (o9
HO o OH 'zcs’g HO o 01-!2 :‘ o 0 OH
T ————————

¢l ‘H ‘ ¢l cl ‘ : ‘ ci cl i\ . ct
l COOH . COOH ' COOH
DCFH DCF'™ Dichlorofluoresceina

{Dichlorodihydrofluoresceina)

B coy 0,

HsN

o
. 2 -+
o NH, NO; H,N o] NH, H.N 0 NH,
Ly s [
. N
H
. COOH . COOH l COCH
o

DHR R
{Dihydrorocdamina)

Rodamina

Schemat 1. Mechanizm jednoelektronowego utleniania (A) DCFH i (B) DHR.
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Oba te probniki w reakcji ze wspomnianymi jednoelektronowymi utleniaczami ulegajg
przeksztatceniu do fluorescencyjnych produktéw (odpowiednio dichlorofluoresceiny
i rodaminy) w szeregu nastepczych i réwnolegtych reakcji rodnikowych. Co wazne, detekcja
RFT i RFA z wykorzystaniem wspomnianych probnikéw DCFH i DHR jest niespecyficzna, gdyz
reakcja tych probnikdw z wszelkimi jednoelektronowymi utleniaczami (np. rodnikami
glutationylowymi GS°) prowadzi do powstawania takich samych fluorescencyjnych
produktow. [9] Ponadto pokazano, iz rodnikowe produkty jednoelektronowego utleniania
tych prébnikdw (DCF*™ i Rh®, schemat 1) reagujg z tlenem czgsteczkowym, co prowadzi do
powstawania anionorodnika ponadtlenkowego. [9, 10] Wszystko to powoduje, ze prdbniki te
w zasadzie nie nadajg sie do specyficznej detekcji nadtlenoazotynu. Ztego tez powodu
jeszcze pod koniec pierwszej dekady XXI wieku istniato duze zapotrzebowanie na prdébniki
fluorescencyjne przeznaczone do detekcji ONOO~, ktdére reagowatby bezposrednio
z nadtlenoazotynem, nie za$ z pochodzacymi od niego rodnikami *“NO, i CO3’", dajac w tej

reakcji, o ile to mozliwe, specyficzne produkty.

Opis celu naukowego i wynikéw omawianego cyklu artykutow naukowych

Cykl publikacji naukowych, wybranych przeze mnie jako podstawa niniejszej rozprawy
habilitacyjnej, poswiecony jest przede wszystkim opisaniu mechanistycznych aspektéw
oksydatywnej transformacji kwaséw boronowych, wtym fluorescencyjnych prébnikéw
boronowych, jak réwniez prébnika Amplex Red, w kontekscie ich wykorzystania do detekgji
nadtlenku wodoru i/lub nadtlenoazotynu. Kolejne publikacje naukowe prezentuja
wykorzystanie fluorescencyjnych prébnikow boronowych w badaniach reaktywnosci azanonu
(HNO) lub jego donoréw.

W artykule [H1] przedstawilismy wyniki badai kinetyki i mechanizmu utleniania
wybranych zwigzkéw boronowych przez nadtlenek wodoru, chloran (l) inadtlenoazotyn
w wodnych roztworach o pH 7,4.

W potowie pierwszej dekady XXI wieku w literaturze przedmiotu opisano nowa klase
fluorescencyjnych prébnikéw przeznaczonych do detekcji nadtlenku wodoru w ukfadach
biologicznych. Zaproponowana metoda opierata sie na utlenianiu boronowych pochodnych
barwnikéw fluorescencyjnych przez H,0, do macierzystych barwnikéw. Pierwszym
fluorescencyjnym probnikiem boronowym zaprojektowanym do detekcji H,0, byta pochodna

7-amino-4-metylokumaryny, uwalniajgca ten fluorescencyjny zwigzek w reakcji z H,0,
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(schemat 2A).[11] Wroku 2004 Chang iwspotpracownicy opisali synteze iwtasnosci
diboronowej pochodnej fluoresceiny Peroxyfluor-1 (PF1) (schemat 2B).[12] W reakcji
z nadtlenkiem wodoru ten stabo fluorescencyjny zwigzek przeksztatcany jest do silnie

fluorescencyjnej fluoresceiny.
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{Peroxyfluor-1) fluoresceina

Schemat 2. Reakcje utleniania pierwszych fluorescencyjnych boronowych prébnikéw zaprojektowanych do
detekcji H,0,: (A) 4-boronobenzyloksykarbonylowej pochodnej 7-amino-4-metylokumaryny, (B)
prébnika Peroxyfluor-1 (PF1).

W obydwu tych artykutach ich autorzy opisywali zsyntezowane zwigzki boronowe, jako
selektywne wzgledem nadtlenku wodoru, ignorujgc fakt, iz analiza dostepnej wowczas
literatury naukowej, dotyczacej reakcji utleniania zwigzkdw boronowych jasno wskazywata,
iz zwigzki te mogg by¢ utleniane do fenoli przez szereg réznych utleniaczy. Przyktadowo —
utlenianie kwaséw fenyloboronowych do fenoli przez kwas chlorowy (1) i kwas bromowy (1)
opisane zostato juz wroku 1962.[13] Analiza dostepnej literatury pozwolifa nam
przypuszczacd, iz zwigzki boronowe powinny by¢ z tatwoscig utleniane do odpowiednich fenoli
przez kwas chlorowy () atakze przez szereg rdzinych reaktywnych form tlenu iazotu,
posiadajgcych w swej strukturze grupe wodoronadtlenkowg. Wiedzeni takimi przestankami
postanowilismy zbadaé¢ reaktywno$é prostych zwigzkéw boronowych wzgledem
nadtlenoazotynu i poréwnac ich reaktywnos¢ wzgledem nadtlenoazotynu, nadtlenku wodoru

i kwasu chlorowego (I).
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Kwasy iestry boronowe sg to zwigzki organiczne posiadajgce w swej strukturze
tréjwigzalny atom boru w hybrydyzacji sp2 podstawiony alkilowym lub arylowym
podstawnikiem i dwoma grupami hydroksylowymi lub estrowymi. Obecnos¢ w strukturze
tych zwigzkéw atomu boru z pustym orbitalem p sprawia, iz s3 one kwasami Lewisa. Wartos¢
pK, wiekszosci kwasdéw boronowych miesci sie w zakresie od 6 do 9, w zaleznosci od
charakteru powigzanego zatomem boru podstawnika organicznego.[14] To wiasnie
mozliwosé nukleofilowej addycji anionowych nadtlenkéw do grupy boronowej znaczgco
ufatwia utlenianie. Nie bez znaczenia jest rowniez fakt, iz wigzanie wegiel-bor nalezy do
wigzan stabych. Dzieki obu tym cechom zwigzki boronowe okazaty sie dobrymi prébnikami do
detekcji nadtlenoazotynu iinnych RFT i RFA. Warto w tym miejscu zaznaczyé, iz utlenianie
zwigzkéw fenyloboronowych do fenoli nadtlenkiem wodoru w Srodowisku zasadowym
opisane zostato w literaturze naukowej przeszto 80 lat temu. [15]

W pracy [H1] pokazaliémy, ze nadtlenoazotyn utlenia zwigzki boronowe do odpowiednich
fenoli w bezposredniej iszybkiej reakcji. WyznaczyliSmy wartosci odpowiednich statych
szybkosci reakcji zwigzkdw boronowych z nadtlenoazotynem (k ~ 10° M"ls"l), kwasem
chlorowym (I) (k ~ 10* M%) i nadtlenkiem wodoru (k~1M™s™Y) w wodnych roztworach o
pH 7,4, co jasno pokazuje, ze nadtlenoazotyn reaguje w tych warunkach zkwasami
boronowymi milion razy szybciej, niz nadtlenek wodoru i okoto 100 razy szybciej niz kwas
chlorowy (l). Ze wzgledu na wysokg reaktywnos¢ zwigzkéw boronowych wzgledem
nadtlenoazotynu, wskazaliSmy na mozliwos¢ wykorzystania fluorescencyjnych prébnikéw
boronowych do detekcji nadtlenoazotynu w uktadach komérkowych.

Na podstawie miareczkowania zwigzkéw boronowych wymienionymi utleniaczami
i przeprowadzonej analizy konsumpcji substratu i wydajnos$ci powstawania odpowiedniego
fenolu ustalilismy, ze stechiometria tych reakcji wynosi 1:1, przy czym wydajnos$é
powstawania fenolu w reakcji zwigzku boronowego z nadtlenoazotynem wynosi okoto
80—-85%, zas dla innych utleniaczy (H,0, i HOCI) jest bliska 100%. Doktadna analiza HPLC
mieszanin reakcyjnych wskazata rowniez na mozliwo$é powstawania w reakcji zwigzkdow
boronowych z ONOO™ rodnikowych produktéw posrednich (z wydajnoscia szacowang na
15-20%).

Na podstawie przeprowadzonych badan zaproponowalismy ogdlny mechanizm utleniania

zwigzkdw boronowych przez wymienione utleniacze. W pierwszym etapie tych reakcji
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powstaje odpowiedni addukt anionu ONOO~, OCI” lub HOO™ do grupy boronowej, ktory

nastepnie rozktada sie do odpowiedniego produktu fenolowego (schemat 3).
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Schemat 3. Proponowany mechanizm utleniania zwigzkéw boronowych przez nadtlenek wodoru,
nadtlenoazotyn i kwas chlorowy (I).

Obserwowane rdznice w wartosciach statych szybkosci reakcji utleniania zwigzkéw
boronowych przez wymienione utleniacze w wodnych roztworach o pH 7,4 mozna czesciowo
wyttumaczy¢, zgodnie z zaproponowanym mechanizmem, rdznicami w wartosciach pK;
odpowiednich form kwasowych. Dla H,0,, HOCI iONOOH wartosci pK, wynosza
odpowiednio 11,7, 7,47 i 6,7 zatem w pH rownym 7,4 udziat formy anionowej, utleniajgcej
zwigzek boronowy wynosi 0,005% dla nadtlenku wodoru, 46% dla kwasu chlorowego (1) i 83%
dla nadtlenoazotynu.

W pracy [H1] pokazalismy réwniez, ze ani tlenek azotu ani anionorodnik ponadtlenkowy,
generowane osobno, nie sg w stanie utleni¢ zwigzkéw boronowych do odpowiednich fenoli,
co ma miejsce, gdy sg generowane jednoczesnie (co oczywiscie skutkuje powstawaniem
w badanym uktadzie nadtlenoazotynu). Pokazalismy takze, ze ditlenek azotu nie utlenia
zwigzkéw boronowych do fenaoli.

Wydajnos¢ oksydatywnej konwersji zwigzku boronowego do odpowiedniego fenolu dla
reakcji z H,0,, czy HOCI bliska byta 100%. W przypadku reakcji z H,0, nie obserwowano
powstawania zadnych dodatkowych produktéw, nawet przy uzyciu duzego nadmiaru
utleniacza, natomiast w przypadku HOCI dodatkowe produkty obserwowane byty tylko przy

zastosowaniu jego nadmiaru. W tych warunkach powstajgcy pierwotnie fenol ulegat
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nastepczej reakcji z nadmiarowym HOCI. Jak juz wspomniano, w przypadku nadtlenoazotynu
obserwowana wydajnos¢ powstawania fenolu (wyznaczona dla utleniania kwasu
4-acetylofenyloboronowego) wynosita okoto 85%, co wyraznie wskazuje na istnienie drugiej
Sciezki reakcji. Dostepna literatura przedmiotu, dotyczgca chemii nadtlenoazotynu, pokazuje,
iz addukty ONOO™ do dwutlenku wegla, czy zwigzkéw karbonylowych, ulegajg rozktadowi do
produktédw na dwdch rownolegtych sciezkach — rodnikowe;j i nierodnikowej. [16, 17] Dlatego
zaproponowalismy, ze addukt ONOO™ do grupy boronowej réwniez ulega dalszemu
rozktadowi na dwdch réwnolegtych sciezkach — rodnikowej i nierodnikowej. Mechanizm
rodnikowe] sciezki reakcji nadtlenoazotynu ze zwigzkami boronowymi zbadany iopisany
zostat przez nas w publikacji [H3] przedstawionej w dalszej czesci autoreferatu.

W pracy tej pokazalismy réwniez, iz ditlenek azotu produkowany w katalizowanej przez
mieloperoksydaze reakcji utleniania azotanow (lll) przez nadtlenek wodoru, nie utlenia
zwigzkéw boronowych do odpowiednich fenoli, co pozwala wykorzysta¢ zwigzki boronowe
do identyfikacji utleniacza odpowiedzialnego w uktadzie biologicznym za powstawanie
3-nitrotyrozyny, uwazanej za istotny marker stresu oksydacyjnego i produkcji
nadtlenoazotynu.

W pracy [H1] postawiliSmy réwniez teze, iz przedstawiony mechanizm reakcji zwigzkéw
boronowych z ONOO", OCI" i H,0,, jak i profil ich reaktywnosci wyrazajacy sie w wartosciach
statych szybkosci ich reakcji z tymi utleniaczami, w uogdlnieniu odnosi sie do catej klasy
zwigzkdédw boronowych, wtym réwniez do fluorescencyjnych prébnikow boronowych,
opisanych w literaturze jako selektywne wzgledem H,0,. Ze wzgledu na wysokg reaktywnos¢
kwasu chlorowego (I) wzgledem tioli, detekcja tego utleniacza z wykorzystaniem zwigzkéw
boronowych w takich uktadach wydaje sie praktycznie niemozliwa.

W podsumowaniu zasugerowalismy, ze wyniki naszych badan jasno wskazujg na
mozliwos¢ wykorzystania zwigzkéw boronowych, jako nowej klasy probnikéw
fluorescencyjnych do detekcji nadtlenoazotynu in vivo ido obrazowania jego produkcji
w takich warunkach.

W kolejnym artykule ([H2]) opisaliSmy wtasciwosci i reaktywnos$¢ kwasu kumaryno-7-
boronowego (CBA). PokazaliSmy, ze reakcja CBA 1z nadtlenoazotynem jest szybka,
stechiometryczna (o stechiometrii 1:1) iprowadzi do powstawania fluorescencyjnej
7-hydroksykumaryny, jako gtéwnego produktu (n =81%). Reaktywnos¢ CBA wzgledem

nadtlenoazotynu jest podobna jak opisana przez nas wczes$niej reaktywnosé prostych
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zwigzkéw aryloboronowych ([H1]). Wykorzystujgc technike zatrzymanego przeptywu
wyznaczyliémy wartos$¢ statej szybkosci reakcji CBA z nadtlenoazotynem (k= 1,1 x 10° M'%s™?).

Wysoka reaktywnos$é prébnika CBA wzgledem nadtlenoazotynu sprawia, ze nawet
w niskich  mikromolowych stezeniach wroztworach opH 7,4 reakcja probnika
z nadtlenoazotynem jest szybsza niz rozktad nadtlenoazotynu zachodzgcy w tych warunkach.

W pracy tej pokazalismy takze, ze prébnik CBA jest efektywnie utleniany do
fluorescencyjnej 7-hydroksykumaryny takze w ukfadzie, w ktérym nadtlenoazotyn powstaje
z rekombinacji anionorodnika ponadtlenkowego itlenku azotu, co pozwala monitorowac
w badanym uktadzie produkcje nadtlenoazotynu w czasie rzeczywistym. W eksperymencie
tym zbadalismy réowniez jaki wptyw na szybkos¢ utleniania CBA do COH ma w tych warunkach
dodatek SOD (katalizujgcej dysmutacje anionorodnika ponadtlenkowego do H,0, i O,) oraz
katalazy (katalizujgcej rozktad H,0, do wody i O,). Eksperyment ten pokazat, ze zaden z tych
enzymow, nawet jesli obecne s3 w badanym uktadzie razem iw stosunkowo wysokich
stezeniach (cxat =100 U/ml, csop =1 mg/ml), nie jest w stanie catkowicie zahamowac
utleniania prébnika CBA. Fenomen ten wyjasni¢ mozna jesli rozwazy sie konkurencje miedzy
SOD i ‘NO o anionorodnik ponadtlenkowy. Wyniki przeprowadzonych przez nas symulacji
kinetycznych ~ z wykorzystaniem  programu  Kintecus byty zgodne  z wynikami
przeprowadzonego eksperymentu, dobrze odwzorowujac zaleznos¢ obserwowanego stopnia
inhibicji utleniania CBA w funkcji stezenia SOD.

Jak juz wspomniano wyzej, analiza mieszanin reakcyjnych przeprowadzona w celu
okreslenia dla badanych reakcji utleniania zwigzkéw boronowych wydajnosci tworzenia
produktow i stechiometrii tych reakcji, przedstawiona w pracach [H1] i[H2], pokazata, ze
zaréowno nadtlenek wodoru jak ikwas chlorowy (l) reagujag ze zwigzkami boronowymi
zgodnie ze stechiometrig 1:1, dajac jako jedyny produkt odpowiedni fenol ze 100%
wydajnoscig. Natomiast w reakcji z nadtlenoazotynem, réwniez reagujagcym ze zwigzkami
boronowymi zgodnie ze stechiometrig 1:1, odpowiednie fenole powstajg z wydajnoscig
szacowang na 80—90%. Powstawanie innych, ubocznych produktéw silnie wskazywato na
udziat drugiej, rodnikowej Sciezki reakcji, prowadzacej do powstawania rodnikéw fenylowych
Ph°, fenoksylowych PhO® i rodnikéw ‘NO,. Artykut [H3] poswiecony jest badaniom majgcym
wyjasni¢ mechanizm wspomnianej rodnikowej S$ciezki reakcji zwigzkéw boronowych
z nadtlenoazotynem. Dla scharakteryzowania nietrwatych rodnikowych produktéw

posrednich, powstajgcych w reakcji zwigzkow boronowych z ONOO™ wykorzystaliSmy
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spektroskopie elektronowego rezonansu paramagnetycznego itechnike putapkowania
spinowego. Dzieki wykorzystaniu techniki putapkowania spinowego i dwdch réznych putapek
spinowych: 2-metylo-2-nitrozopropanu (MNP) i N-tlenku 5-dietoksyfosforylo-5-
metylopiroliny (DEPMPO) udato nam sie sputapkowa¢ rodniki fenylowe, powstajace
w badanej reakcji. Nie udato nam sie natomiast sputapkowaé rodnikéw fenoksylowych.
W toku przeprowadzonych badan udato nam sie ustali¢, iz rodniki fenoksylowe powstajg
w badanym uktadzie, jako wtérne nietrwate produkty posrednie. Analogiczne eksperymenty
przeprowadzone dla reakcji utleniania zwigzkéw boronowych przez nadtlenek wodoru nie
wykazaty powstawania zadnych indywidudw rodnikowych, co zgodne jest z obserwowang
100% wydajnoscia tworzenia produktéw fenolowych.

Opierajac sie na poczynionych obserwacjach na przyktadzie utleniania kwaséw
fenyloboronowych zaproponowaliémy ogdlny mechanizm reakcji tych zwigzkéw

z nadtlenoazotynem (schemat 4).
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Schemat 4. Mechanizm reakcji kwaséw fenyloboronowych z nadtlenoazotynem, obejmujacy gtéwna sciezke
reakcji, prowadzacg do powstawania fenolu isSciezke rodnikowg, prowadzacg do powstawania
produktéw ubocznych.
W pierwszym etapie tej reakcji zachodzi przytaczenie anionu ONOO™ do elektrofilowego
atomu boru grupy boronowej w czasteczce PhB(OH),. Powstaty anionowy produkt posredni

PhB(OH),O0NO™ moze ulega¢ nastepnie przeksztatceniu do dalszych produktéw na dwdch

Sciezkach. Gtéwna, nierodnikowa S$ciezka, zachodzaca poprzez heterolityczne zerwanie
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wigzania 0-O prowadzi ostatecznie do odpowiedniego fenolu, kwasu borowego iazotanu
(111). Druga, rodnikowa $ciezka uboczna, zachodzgca poprzez homolityczne zerwanie wigzania
0-0 prowadzi do powstawania nietrwatego rodnikowego produktu posredniego PhB(OH),0°~
i rodnika ‘NO,.

W zaproponowanym przez nas mechanizmie rodniki fenylowe Ph°®, ktérych powstawanie
obserwowano w eksperymentach przeprowadzonych z wykorzystaniem putapek spinowych,
powstajg na drodze fragmentacji anionorodnika PhB(OH),0"", badz tez po jego uprotonowaniu,
rodnika PhB(OH);". Podejrzewaé mozna, iz ten ostatni, bedacy formalnie adduktem rodnika
fenylowego Ph’ do czasteczki kwasu borowego B(OH);, powinien by¢ wysoce niestabilny i ulegaé
spontanicznej fragmentacji. Przeprowadzone przez nas obliczenia kwantowo-mechaniczne DFT
sugerujg, ze dysocjacja rodnika PhB(OH);" jest bezbarierowa, natomiast wyliczona bariera
energetyczna procesu fragmentacji anionorodnika PhB(OH),0°", prowadzacego do
powstawania rodnikdw fenylowych Ph°®, jest bardzo niska, rzedu 3-4 kcal/mol. Wyniki
przeprowadzonych przez nas obliczen DFT silnie wskazuja na mozliwo$¢ spontanicznej
fragmentacji, powstajgcych na $ciezce rodnikowej, anionorodnikéw PhB(OH),0°" badz
rodnikéw PhB(OH);".

Rodniki fenylowe Ph°, powstajace na éciezce rodnikowej reakcji zwigzkéw boronowych
z nadtlenoazotynem, przebiegajgcej poprzez homolityczne zerwanie wigzania 0-0
w addukcie nadtlenoazotynu do kwasu boronowego PhB(OH),O0NO™ i dalszg fragmentacje
anionorodnika PhB(OH),0°~ moga nastepnie ulegaé¢ w roztworze szeregu reakcjom. Jedna
z mozliwych jest szybka reakcja z tlenem czgsteczkowym prowadzgca do powstawania silnie
utleniajacych rodnikéw fenyloperoksylowych PhOO°®. Rodniki te zdolne s3 utlenia¢
powstajgce na gtéwnej, nierodnikowej Sciezce fenole do odpowiednich rodnikéw
fenoksylowych PhO®, a z nich powstawa¢ moga odpowiednie specyficzne dla tych rodnikéw
produkty koricowe — nitrofenole i produkty dimeryzacji.

Powstajace rodniki fenylowe Ph® s3 dobrymi akceptorami atomu wodoru i z tatwoscig
mogg odrywaé¢ go od szeregu zwigzkéw bedacych jego donorami, wtym alkoholi
(np. 2-propanolu), tioli itp. Wreszcie, powstajace rodniki fenylowe Ph® moga reagowac
z utworzonymi na tej samej $ciezce reakcji rodnikami ditlenku azotu ("NO,), co prowadzi do
powstawania odpowiednich nitropochodnych PhNO,.

W efekcie, koncowe itrwate produkty powstajgce w reakcji utleniania zwigzkéw

boronowych przez nadtlenoazotyn majg specyficzny dla tego utleniacza profil, ktory
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traktowa¢ mozna jak jego ,odcisk palca”. Ten specyficzny dla nadtlenoazotynu profil
produktdw moze by¢ wykorzystany do jego identyfikacji (jak zostanie to pokazane przy
omawianiu artykutu [H5]), gdyz inne utleniacze np. H,0, czy HOCI nie tworzg w reakcji
utleniania zwigzkéw boronowych odpowiednich produktéw rodnikowych.

W artykule [H4] przedstawilismy charakterystyke trzech prostych, izomerycznych kwaséw
fenyloboronowych potaczonych kowalencyjnie z kationowg grupa trifenylofosfoniowa.
Przytgczenie do danego zwigzku chemicznego kationowej grupy trifenylofosfoniowe] jest
czesto wykorzystywang strategia, zapewniajgcq akumulacje powstatego kationu w obrebie
mitochondriéw. Stad badane przez nas kwasy fenyloboronowe zostaty zaprojektowane jako
molekularne prébniki dedykowane do detekcji reaktywnych form tlenu iazotu (RFTiA)
w mitochondriach.

Mitochondria uwazane sg za jedno z gtéwnych zréodet RFT w komodrkach, przez co s3
jednoczes$nie tymi organellami komdrkowymi, ktére sg najbardziej narazone na utleniajace
dziatanie RFTiA. Powszechnie uwaza sie, ze anionorodnik ponadtlenkowy, bedacy produktem
jednoelektronowe] redukcji tlenu czasteczkowego, jest w mitochondriach produktem
ubocznym oddychania tlenowego. Jego dysmutacja (spontaniczna, badz katalizowana przez
SOD) prowadzi do powstawania H,0,, za$ jego reakcja ztlenkiem azotu prowadzi do
powstawania nadtlenoazotynu. Powstawanie nadtlenoazotynu w obrebie mitochondriéw
wydaje sie prawdopodobne, jako ze *NO moze z tatwoscig przedyfundowac do ich wnetrza.

Pierwszy celowany do mitochondriow prébnik boronowy MitoPY1 opisany zostat
w literaturze przedmiotu przez Changa iwspodtpracownikédw wroku 2008.[18] Zwigzek
MitoPY1 jest boronowa pochodng barwnika fluorescencyjnego, bedgcego hybryda
fluoresceiny irodaminy, potgczong poprzez odpowiednio dobrany linker zgrupa
trifenylofosfoniowg, zapewniajgcy jego akumulacje w obrebie mitochondriow.

Inny prébnik boronowy do detekcji nadtlenku wodoru w obrebie mitochondriéw zostat
zaprojektowany, zsyntezowany iopisany przez Murphy’ego iwspodtpracownikéw. Zwigzek
ten, bedgcy bromkiem (3-boronobenzylo)trifenylofosfoniowym, nazwany przez
autoréw MitoB, uzyty zostat do pomiaréw mitochondrialnej produkcji nadtlenku wodoru
in vivo w muszkach owocowych. [19, 20] Pomiar ten opierat sie na zatozeniu, ze po podaniu
do organizmu muszki owocowej MitoB, kation tej soli akumuluje sie w obrebie
mitochondridw, gdzie jest utleniany do odpowiedniego fenolu (MitoP) przez produkowany

w mitochondriach nadtlenek wodoru. Natezenie produkcji nadtlenku wodoru wyrazane jest
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na podstawie pomiaru ilosci MitoB i MitoP, jako stosunek MitoP/MitoB, co pozwala dokonac
korekcji na zmiany w dystrybucji probnika i produktu jego utlenienia.

Zainspirowani przez prof. Murphy’ego (od niego otrzymalismy niewielkg prébke zwigzku
MitoB), w artykule [H4] zajeliSmy sie charakterystyka reakcji MitoB (m-MitoPhB(OH),)
i dwoch jego izomeréw (o-MitoPhB(OH), i p-MitoPhB(OH),) z nadtlenoazotynem. Zwigzki
o-MitoPhB(OH), i p-MitoPhB(OH), wiaczylismy do badan by sprawdzié, czy potozenie duzej
i kationowe] grupy trifenylofosfoniowej wzgledem grupy boronowe] wptywa na kinetyke

i mechanizm reakgcji utleniania przez ONOO".
on [
©f‘on @\ HO’B\@
oD

o-MitoPhB(OH), m-MitoPhB(OH), p-MitoPhB(OH),
(MitoB)

Rysunek 1. Struktury kationow trzech izomerycznych prébnikéw boronowych celowanych do mitochondriéw,
opisanych w pracy [H4].

Na potrzeby badan zsyntezowalismy trzy izomeryczne, celowane do mitochondridw,
prébniki aryloboronowe: p-MitoPhB(OH),, m-MitoPhB(OH), (MitoB) i o-MitoPhB(OH),
(rysunek 1), jak rowniez spodziewane specyficzne dla reakcji z ONOO™ produkty: MitoPh i o-,
m- oraz p-MitoPhNO,.

W badaniach kinetycznych reakcji probnikow MitoPhB(OH), z nadtlenoazotynem
skorzystalismy z metody reakcji konkurencyjnych oraz zsyntezowane] przez nas boronowej
pochodnej rezorufiny PC1, dla ktdérej w badaniach bezposrednich wyznaczyliSmy wartos¢
statej szybkosci reakcji z nadtlenoazotynem [k=(1,0%0,1)x10° Ms?']. W badaniach
kinetycznych nadtlenoazotyn generowalismy radiacyjnie z wykorzystaniem techniki radiolizy
impulsowej. Podobnie jak inne zwigzki boronowe, réwniez badane przez nas izomeryczne
probniki MitoPhB(OH), reagujg z nadtlenoazotynem w roztworach opH 7,4 zwysokimi
statymi  szybkosci reakgji: (3,5+0,5)x10°, (1,0+0,1)x10°%, i(1,0+£0,1)x10°M™s,
odpowiednio dla izomeru orto, meta i para.

Ustalilismy réwniez, iz w przypadku wszystkich trzech izomeréw w reakgji

z nadtlenoazotynem oprécz odpowiednich fenoli, bedacych gtdwnymi produktami utleniania
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wymienionych proébnikéw, powstajg réwniez produkty uboczne typowe dla Sciezki
rodnikowe] opisanej w [H3]: MitoPh, o-, m- i p-MitoPhNO,.

Aby scharakteryzowaé nietrwate, rodnikowe produkty posrednie powstajgce w reakcji
nadtlenoazotynu z badanymi prébnikami boronowymi, wykorzystalismy spektroskopie
elektronowego rezonansu paramagnetycznego oraz technike pufapkowania spinowego. W
eksperymentach przeprowadzonych z wykorzystaniem putapek spinowych MNP i DEPMPO
udato nam sie sputapkowaé rodniki fenylowe m-MitoPh® i p-MitoPh® powstajgce na drodze
reakcji ONOO™ odpowiednio z m-MitoPhB(OH), i p-MitoPhB(OH),. Dla prébnika
o-MitoPhB(OH), nie zarejestrowalismy zadnych sygnatéw, ktére mozina by przypisac
odpowiednim adduktom rodnika o-MitoPh® do uzytych putapek spinowych.

Wykorzystujgc technike HPLC, zbadalisSmy rowniez profil produktéw powstajgcych
w reakcji badanych prébnikéw boronowych z nadtlenoazotynem, stosujgc w badanych
uktadach dodatek 2-propanolu, jako zmiatacza rodnikéw fenylowych. Przeprowadzone
analizy HPLC pokazaty, ze gtéwnymi produktami utleniania probnikéw MitoPhB(OH), przez
nadtlenoazotyn, w przypadku wszystkich trzech izomeréw, sg odpowiednie fenole MitoPhOH
(powstajgce z wydajnoscia okoto 90%). Badane izomery znaczaco jednak réznity sie
wydajnoscig produktéw powstajgcych na Sciezce rodnikowej. W przypadku izomerdéw para
i meta, w obecnosci 10% objetosciowych 2-propanolu (2-PrOH), jako zmiatacza rodnikdéw
fenylowych, gtéwnym trwatym produktem powstajgcym na rodnikowej $cieice reakcji
badanego probnika z nadtlenoazotynem byt MitoPh, powstajgcy przez oderwanie atomu
wodoru od 2-PrOH przez rodniki MitoPh°®. W przypadku izomeru orto wydajno$¢ MitoPh byta
znaczgco nizsza. Gtéwnym produktem powstajgcym na $ciezce rodnikowej, oznaczonym na
podstawie analizy HPLC poprzez poréwnanie ze zsyntezowanym standardem, byt wtym
przypadku o-MitoPhNO,.

Przeprowadzone przez nas obliczenia kwantowo-mechaniczne DFT sugerowaty, iz bariera
energetyczna fragmentacji anionorodnika o-MitoPhB(OH),0°" moze by¢ znaczgco nizsza niz
odpowiednia bariera fragmentacji anionorodnikéw m-MitoPhB(OH),0*” i p-MitoPhB(OH),0"".
W artykule [H4] zaproponowalismy spontaniczng iszybka fragmentacje anionorodnika
o-MitoPhB(OH),0°" z nastepcza reakcjg rekombinacji rodnikéw o-MitoPh® i ‘NO,, zachodzaca
w klatce rozpuszczalnika iprowadzacg do powstawania o-MitoPhNO,. Nasze pdziniejsze
szczegdtowe analizy produktéw utlenienia probnika o-MitoPhB(OH),, przeprowadzone

z wykorzystaniem aparatu LC-MS/MS, pokazaty iz rodnik fenylowy o-MitoPh°®, bedacy nietrwatym
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produktem posrednim badanej reakcji ulega szybkiej wewnatrzczasteczkowe] cyklizacji, dajac
jako ostateczny trwaty produkt kation 9,10-dihydro-9,9-difenylo-9-fosfonofenantreniowy,
nazwany przez nas cyclo-o-MitoPh (wyniki tych badan zaprezentowane zostaty w pracy
[B13]). Zaznaczy¢ nalezy, iz produkt ten jest oczywiscie specyficzny dla reakcji prébnika
o-MitoPhB(OH), z nadtlenoazotynem (wyznaczona wydajnos¢ jego powstawania w tej reakgji
wynosi 10,5+0,5% , zas wydajno$¢ powstawania o-MitoPhNO, 0,5+ 0,1%). Zbiorczy
mechanizm utleniania prébnika o-MitoPhB(OH), przez nadtlenoazotyn przedstawia schemat

5.
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~OH on OH
L0 312 j @
-ONOO™ + H,0
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Schemat 5. Mechanizm reakcji préobnika o-MitoPhB(OH), z nadtlenoazotynem, obejmujgcy gtdowng sciezke
reakcji, prowadzgcg do powstawania fenolu o-MitoPhOH is$ciezke rodnikowa, prowadzacg do

powstawania specyficznego dla nadtlenoazotynu produktu cyclo-o-MitoPh.

Podobnie jak w przypadku prostych kwaséw fenyloboronowych, addukt ONOO do
elektrofilowego atomu boru w grupie boronowej ulega przeksztatceniu do produktéw na

dwéch sciezkach. Gtéwna wiedzie poprzez heterolityczne zerwanie wigzania 0-O do fenolu
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i azotanu (lll), uboczna poprzez rozktad homolityczny do anionorodnika MitoPhB(OH),0
(a dalej rodnika fenylowego MitoPh®) i ditlenku azotu *NO,.

Przeprowadzona analiza ilosci produktéw powstajgcych w reakcji nadtlenoazotynu
z badanymi prébnikami MitoPhB(OH), pozwolita nam réwniez poréwnaé kinetyke obu
procesow — rodnikowego i nierodnikowego. Stosunek statych szybkosci obu tych sciezek
reakcji Krag/knonrad  Mozna okresli¢ na podstawie zaleznosci sumy stezen produktéw
powstajgcych na $ciezce rodnikowej od stezenia gtdwnego produktu utleniania. Dla
izomerdw meta i para stosunek ten wynosi odpowiednio 0,1 i 0,07.

W kolejnym artykule [H5], witgczonym przeze mnie do omawianego tutaj cyklu,
skoncentrowaliémy sie na prébie okreslenia chemicznej natury produktu reakcji HNO
z tlenem czgsteczkowym w wodnych roztworach o pH 7,4. HNO, w literaturze przedmiotu
powszechnie okreslany jako nitroksyl (ang. nitroxyl) (angielska nazwa zalecana przez IUPAC
to azanone, stad w niniejszej rozprawie uzywaé bede nazwy azanon, bedacej spolszczeniem
nazwy zalecanej), formalnie jest uprotonowanym produktem jednoelektronowej redukgcji
tlenku azotu. Ta reaktywna, trzyatomowa czgsteczka wcigz pozostaje najbardziej zagadkowa
i najstabiej poznang reaktywng formag azotu ajej chemiczna reaktywnos¢ i witasnosci
biologiczne wcigz czekajg na zbadanie i opisanie.

Podstawowy stan elektronowy HNO jest stanem singletowym, natomiast podstawowy
stan elektronowy formy anionowej (NO’), bedacej indywiduum chemicznym
izoelektronowym z czasteczkg tlenu 0O, jest stanem trypletowym. W konsekwencji
deprotonacja HNO jest procesem spinowo wzbronionym, przez co jest to proces raczej
powolny (wyznaczona stata szybkosci reakcji HNO z jonami OH™ ma wartos¢ 4,9 x 10*° mst
a HNO jest bardzo stabym kwasem (pK, ~ 11,4)). [21]

Jednym z bardzo ciekawych aspektdw reaktywnosci HNO i NO™ jest ich reakcja z tlenem
czgsteczkowym. Anion NO™ jako indywiduum trypletowe reaguje z tlenem czgsteczkowym
(réwniez znajdujacym sie w stanie trypletowym) niezwykle szybko (k = 2,7 x 10° M's™?), [21]

dajac jako produkt anion nadtlenoazotynowy (reakcja 7). [21, 22]
NO™ + O, —> ONOO™ (reakcja 7)

W przypadku reakcji HNO z tlenem czasteczkowym, zachodzgcej w wodnych roztworach
opH 7,4, chemiczna tozsamo$é powstajgcego produktu, posiadajgcego witasciwosci
utleniajgce, przez wiele lat byta przedmiotem sporu — jedni autorzy sugerowali,
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iz utleniaczem tym jest nadtlenoazotyn, inni temu przeczyli. [23—25] W rezultacie chemiczna
tozsamos¢ utleniacza powstajgcego w tej prostej reakcji utleniania niewielkiej tréjatomowej
czasteczki przez wiele lat pozostawata nieokreslona, co wynikato przede wszystkim z braku
odpowiednich prébnikéw reagujgcych z nadtlenoazotynem z utworzeniem produktow
specyficznych dla tego utleniacza. W artykule [H5] przedstawilismy niepodwazalne dowody
na to, ze produktem reakcji HNO z tlenem czgsteczkowym w roztworze buforowym o pH 7,4
jest nadtlenoazotyn. Byto to mozliwe dzieki wykorzystaniu opracowanych przez nas wczesniej
metod detekcji tego indywiduum, opartych na uzyciu prébnikéw boronowych, reagujgcych
z nadtlenoazotynem z utworzeniem szeregu produktow specyficznych dla tego utleniacza.
W tym celu wykorzystalismy prébnik CBA (wstepnie scharakteryzowany w pracy [H2])
i pokazalismy, ze w reakcji z nadtlenoazotynem oprdécz gtéwnego produktu utlenienia
7-hydroksykumaryny [COH, N =(82,7+£0,3)%] powstaja réwniez kumaryna
[CH, n=(15,3%0,2)%] i7-nitrokumaryna [CNO,, m =(2,0%0,1)%]. W roztworach soli
Angeliego, bedacej donorem HNO, CBA przeksztatcane jest do tych samych produktow
powstajgcych w bardzo zblizonych proporcjach: COH [n=1(83,8+0,2)%],
CH [N =(14,4+0,2)%] i CNO,, [n =(1,8 £ 0,2)%].

W artykule [H5] wykorzystalismy réwniez metode reakcji konkurencyjnych oraz zestaw
zmiataczy azanonu o znanej reaktywnosci do wyznaczenia wartosci statej szybkosci reakcji
HNO z O,. Wyznaczona przez nas wartos$¢ tej statej dla reakcji biegngcej w roztworze
wodnym o pH 7,4 w temperaturze 25°C wynosi (1,8 £ 0,3) x 10°* M%st, Wartoé¢ ta jest okoto
dwukrotnie wyzsza od wartosci oszacowanej wczesniej przez Liocheva i Fridovicha
(k=8x10*M"s?) [26] iszesciokrotnie wyzsza od wartosci wyznaczone] przez Mirande
i wspdtpracownikéw (k = 3 x 10° M's™). [27]

Wspomniang prace ([H5]) uwazam za wazng z dwdch powoddéw — udato nam sie okresli¢
w niej chemiczng tozsamos$é produktu powstajgcego w reakcji HNO z O, w wodnych
roztworach o pH 7,4, pokazujac ze jest to nadtlenoazotyn, oraz opracowaé prostg metode
stuzaca do badania kinetyki reakcji HNO. We wspomnianej pracy metode te wykorzystalismy
do zbadania reaktywnosci HNO wzgledem szeregu tioli a takze jonow HS. Wyznaczylismy
wartosci statych szybkosci dla reakcji HNO z cysteing [(4,5 £ 0,9) x10° M's™), glutationem
[(3,1+0,6) x10° M's], ditiotreitolem [(2,8+0,7) x10° Ms?y, N-acetylocysteing
[(1,4 +0,3) x10° M's7!], kaptoprilem [(0,6 £0,1) x10° MsY, surowiczg albuming wotowg
(BSA) i ludzka (HSA) [(1,4 £0,4)x10°M7's™], atakze jonami HS™ [(1,2+0,3)x10°M™'s™].
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Ta wysoka reaktywnos¢ HNO wzgledem tioli sprawia, iz w uktadach biologicznych sg one
prawdopodobnie gtéwnymi jego zmiataczami za$ reakcja HNO ztlenem, prowadzaca do
powstawania nadtlenoazotynu, ma marginalne znaczenie jesli wzig¢ pod uwage wzglednie
niskie stezenie tlenu in vivo.

Przy projektowaniu prébnikéw fluorescencyjnych do detekcji reaktywnych form tlenu
i azotu pod katem ich zastosowania w uktadach biologicznych istotnym zagadnieniem jest
odpowiedni dobdr fluoroforu, tak by wzbudzenie i emisja powstajacego w reakcji z RFTIiA
reportera fluorescencyjnego przypadaty na zakres spektralny, w ktérym nie absorbujg
sktadniki komorkowe. Z tego wzgledu w kolejnym artykule ([H6]) skupiliSmy sie na syntezie
i charakterystyce prébnika boronowego opartego na fluoroforze fluoresceinowym. Artykut
[H6] koncentruje sie na charakterystyce 4-boronobenzylowej pochodnej estru metylowego
fluoresceiny (FBBE). Mechanizm jego oksydatywnej konwersji do estru metylowego

fluoresceiny (FIOMe) przedstawia ponizszy schemat (schemat 6).

ONQO™
ocl”
. H0O, coocw3 c:ooc:n3

FIOMe

l'-v"’“C)

Schemat 6. Mechanizm utleniania fluorescencyjnego prébnika FBBE do estru metylowego fluoresceiny (FIOMe)

przez nadtlenek wodoru, chloran (1) i nadtlenoazotyn.

We wspomnianej pracy zbadaliémy reaktywno$é FBBE wzgledem nadtlenoazotynu, kwasu
chlorowego (I), nadtlenku wodoru atakze wodoronadtlenku tyrozyny (TyrOOH)
i pokazalismy, ze wszystkie te zwigzki zdolne sg utlenia¢ FBBE do FIOMe. Dla reakc;ji prébnika
FBBE z nadtlenoazotynem, kwasem chlorowym (I) inadtlenkiem wodoru wyznaczyliémy
wartosci drugorzedowych statych szybkosci reakcji, ktore dla wodnych roztworéw o pH 7,4
w temperaturze 25°C wynoszg odpowiednio (2,8 +0,2) x 10° M 's™, (8,6 +0,5) x 10° M 's™
i (0,96 £ 0,03) M's .

Dla wybranych reaktywnych form tlenu iazotu zbadalismy réwniez wptyw glutationu

(GSH) na oksydatywng konwersje probnika FBBE do FIOMe. Pokazalismy, Zze glutation

catkowicie blokuje utlenianie FBBE przez HOCI, znaczaco hamuje utlenianie FBBE przez
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nadtlenek wodoru inadtlenek tyrozyny, natomiast ma niewielki wptyw na oksydatywng
konwersje zachodzacg po dodaniu do badanego uktadu nadtlenoazotynu. Wyniki te sugerujg,
iz w ukfadach biologicznych selektywnos¢ FBBE wzgledem nadtlenoazotynu powinna by¢
znaczaco zwiekszona, dzieki obecnosci glutationu iinnych tioli, efektywnie zmiatajgcych
HOCI, nadtlenek wodoru i inne wodoronadtlenki.

Aby wykaza¢ uzytecznos¢ prébnika FBBE do detekcji nadtlenoazotynu w uktadach
biologicznych, zbadalismy utlenianie tego prébnika w hodowli ludzkich komérek srodbtonka
naczyniowego Ea.hy926 stymulowanych do produkcji RFTiA doksorubicyng. Pokazalismy, ze
inkubacja komodrek Ea.hy926 z doksorubicyng prowadzi do oksydatywnej transformacji
probnika FBBE, skutkujgcej wzrostem intensywnosci fluorescencji, ktéry jest inhibitowany
przez L-NAME (bedacy inhibitorem syntazy tlenku azotu) i PEG-SOD, lecz nie PEG-katalaze,
co sugeruje udziat nadtlenoazotynu w utlenianiu FBBE.

Detekcja nadtlenoazotynu inadtlenku wodoru byta przedmiotem naszego
zainteresowania réwniez w artykule [H7], w ktérym badaliSmy mechanizm oksydatywnej
konwersji 10-acetylo-3,7-dihydroksyfenoksazyny, zachodzacej po jednoelektronowym
utlenieniu tego zwigzku, znanego powszechniej pod nazwg handlowg Amplex Red
i wykorzystywanego tgcznie z peroksydazg chrzanowa (HRP) do detekcji nadtlenku wodoru.
Zwigzek ten jest bezbarwny i niefluorescencyjny, natomiast w reakcji katalizowanej przez
HRP jest utleniany przez nadtlenek wodoru do fluorescencyjnej rezorufiny (schemat 7).
Obecnie testy analityczne oparte na wykorzystaniu Amplex Red i peroksydazy chrzanowej sg
,ztotym standardem” w oznaczeniach nadtlenku wodoru w prostych uktadach chemicznych
i enzymatycznych, pozwalajg réwniez oznaczaé zewnatrzkomodrkowy H,0, produkowany

w hodowlach komérkowych.

HRP

O™ e O
2
N N
OJ\CH‘,,
Amplex Red Rezorufina

{10-acetylo-3,7-dihydroksyfenoksazyna)

Schemat 7. Utlenianie prébnika Amplex Red do rezorufiny przez nadtlenek wodoru w reakcji katalizowanej

przez peroksydaze chrzanowga (HRP).
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W artykule [H7] przedstawilismy charakterystyke spektroskopowg produktéw
jednoelektronowego utleniania Amplex Red, przeprowadzong z wykorzystaniem techniki
radiolizy impulsowej. Scharakteryzowalismy réwniez nietrwaty produkt posredni powstajacy
na drodze dysmutacji rodnikowych produktéw utlenienia i pokazalismy, ze zwigzek ten ulega
spontanicznej hydrolizie do fluorescencyjnej rezorufiny (schemat 8). Celem
przeprowadzonych przez nas badan byto nakreslenie potencjalnego mechanizmu
oksydatywnej konwersji probnika Amplex Red w uktadzie HRP/H,0,, przy zatozeniu,
ze zwigzek ten w wymienionym uktadzie w pierwszym etapie ulega jednoelektronowemu
utlenieniu. W toku przeprowadzonych badan okreslilismy réwniez reaktywnos¢ tego
probnika wzgledem wybranych utleniaczy jednoelektronowych. Wyniki przeprowadzonych
przez nas badan pokazaty, ze jednoelektronowe utlenianie probnika Amplex Red prowadzi
na drodze nastepczych reakcji do powstawania rezorufiny, jako produktu koricowego

(schemat 8).

OH Ns
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Schemat 8. Proponowany mechanizm oksydatywnej konwersji prébnika Amplex Red do rezorufiny po

jednoelektronowym utlenieniu.

Pokazaliémy rdéwniez, ze anionorodnik weglanowy (COs3"), bedacy silnym
jednoelektronowym utleniaczem, ktérego prekursorem w uktadach biologicznych moze by¢é
nadtlenoazotyn, zdolny jest utlenia¢ dianion Amplex Red w pH 10,3 z wysokg statg szybkosci
reakeji [k = (7,6 £ 0,3) 10 M's™].

Zbadaliémy réwniez reaktywno$é Amplex Red wzgledem rodnikéw azydkowych (Ns°)
i wyznaczyliSmy wartosé statej szybkosci reakcji utleniania tego zwigzku przez wspomniane
rodniki (k=2,1x10°M"s?, pH 7,2). Poniewaz standardowy potencjat jednoelektronowej
redukcji rodnika N3° jest okoto 0,3 V nizszy niz standardowy potencjat jednoelektronowej
redukcji anionorodnika C€Os;"", przypuszczaé mozina, ze anionorodnik €Oz réwniez
w roztworach obojetnych powinien by¢ zdolny utleni¢ Amplex Red a odpowiednia stata
szybkosci reakcji powinna mie¢ wysokg wartos¢. Na podstawie przeprowadzonych badan
oszacowaliSmy rowniez warto$¢ standardowego potencjatu jednoelektronowej redukcji

rodnika Amplex Red w roztworach wodnych o pH 7,2, otrzymujgc wartos¢ 1,14 V.
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W artykule [H7] wykazaliSmy réowniez, ze nadtlenoazotyn zdolny jest utlenia¢ Amplex Red
do rezorufiny, przy czym za utlenianie to odpowiedzialne s3 silnie utleniajgce rodniki
powstajgce zrozktadu nadtlenoazotynu lub tez rozktadu produktu jego reakcji z CO,.
Co wazne, pokazalismy réwniez, ze nadtlenoazotyn moze utlenia¢ Amplex Red w reakc;ji
katalizowanej przez HRP, co stawia pod znakiem zapytania selektywnos¢ testu Amplex
Red/HRP. Wyniki naszych eksperymentéw jasno pokazujg, ze wyniki uzyskane
z wykorzystaniem testu Amplex Red/HRP mogag zawyzaé ilos¢ oznaczanego H,0, jesli
w uktadzie produkowany jest réwniez nadtlenoazotyn. W artykule tym zasugerowalismy
rowniez, by dla wtasciwej identyfikacji utleniacza wykorzystywanego przez HRP do utleniania
Amplex Red stosowac odpowiednie kontrole — dodatek katalazy w celu usuniecia z uktadu
H,0; izwigzku boronowego w celu usuniecia z uktadu ONOO’, co powinno umozliwi¢
oszacowanie udziatu obu tych utleniaczy w obserwowanym sygnale.

Artykut [H8] poswiecony jest badaniom kinetycznym reaktywnosci azanonu (HNO).
W przeprowadzonych badaniach wyznaczylismy wartosci statych szybkosci reakcji HNO
z do$¢ duzg grupy jego zmiataczy. W badaniach tych wykorzystalismy metode reakgji
konkurencyjnych, opisang przez nas uprzednio w artykule [H5]. W metodzie tej azanon
generowany  jest  w badanym uktadzie z rozktadu odpowiedniego donora
(w przeprowadzonych badaniach jako donory HNO wykorzystalismy sél Angeliego i 2-bromo-
N-hydroksybenzenosulfonamid (2-BrPA)) iulega reakcji ztlenem czgsteczkowym
[k =(1,8+0,3) x 10° M™s™], co prowadzi do powstawania nadtlenoazotynu, ktdry z tatwoscia
wykryé mozna z wykorzystaniem odpowiednego prébnika boronowego (w badaniach
wykorzystaliSmy boronowy prébnik PC1, utleniany przez nadtlenoazotyn do fluorescencyjnej
rezorufiny). W obecnosci badanego zmiatacza HNO, zmiatacz ten konkuruje z obecnym
w roztworze tlenem o azanon, w wyniku czego powstajg mniejsze ilosci nadtlenoazotynu
i obserwuje sie spowolnienie szybkosci utleniania wykorzystanego prébnika. Odpowiedni
model reakgcji ilustrujgcy badany przez nas uktad przedstawia schemat 9. HNO uwalniany jest
z soli Angeliego (3 uM) lub 2-BrPA (3 uM), ulega reakcji z obecnym w roztworze zmiataczem
lub ztlenem czasteczkowym (225 uM), w ktérej to reakcji powstaje nadtlenoazotyn,

utleniajacy prébnik PC1 do fluorescencyjnej rezorufiny.

32



) o OH
Donor HNO - HNO —Z2-» ONOO™ P - @ j@K
N

Zmiatacz HNO
Rezorufina

Produkty

Schemat 9. Uktad reakcji konkurencyjnych wykorzystany w badaniach kinetyki reakcji HNO z jego zmiataczami.

Dzieki badaniom przeprowadzonym na przestrzeni ostatnich dwudziestu lat, dzi$ znacznie
lepiej rozumiemy chemie ibiologie azanonu, wecigz jednak jest to jedna z najstabiej
poznanych reaktywnych form azotu. Nie znamy np. odpowiedzi na bardzo wazne pytanie —
czy HNO powstaje in vivo? Kinetyka reakcji HNO réwniez nie zostata dotychczas nalezycie
scharakteryzowana, gtéwnie ze wzgledu na brak odpowiednich metod badawczych.

W artykule [H8] wyznaczyliémy wartosci statych szybkosci reakcji HNO z azotanem (lll)
(k=(5,0%0,9)x10° M™s™"), hydroksylaming (k=(2,1+0,4) x 10° M's™), siarczanem (IV)
(k=(1,2+0,2) x 10° M*s™), tiosiarczanem (k= (2,2 +0,7) x 10° M*s™?), benzenosulfinianem
(k=(4,4+0,9) x 10* M'ls'l), 2-bromobenzenosulfinianem (k=(50+£1,2) x 10* M'ls'l),
S-nitrozoglutationem (k=(2,4+0,7) x 10* M?*s), nitrozobenzenem (k>1,5x10° Ms?),
2-nitrozo-1-naftolem (k=(1,0+0,2) x10° M™s™), trifenylofosfing (k>7,3x10° M's?),
trifenylofosfino-3,3’,3"-trisulfonianem (k= (3,0 £ 0,5) x 10° M'ls'l), tris-karboksyetylofosfing
(k=(1,2+0,3) x 10’ M's™?). Zbadaliémy réwniez reaktywnoéé dwdch fluorescencyjnych
probnikéw — trifenylofosfinowego prébnika P-CM (k> 1,2 x 10’ Ms?), oraz probnika
TEMPO-9-AC, posiadajacego w swej strukturze rodnik nitroksylowy (k = (9 £ 2) x 10* M*s™).
Dla poréwnania wyznaczyliSmy rowniez wartos¢ drugorzedowej statej szybkosci reakcji HNO
z rodnikiem nitroksylowym, 4-acetamido-TEMPO (k = (8 + 2) x 10* M1s).

Artykut [H9] jest obszernym przeglagdem literaturowym poswieconym omaéwieniu
zwigzkéw celowanych do mitochondriow (ang. mitochondria-targeted compounds).
Przedstawione sg w nim zaréwno najczesciej wykorzystywane strategie syntetyczne, jak
i réznorakie probniki molekularne przeznaczone m.in. do detekcji RFTiA w mitochondriach
oraz wybrane zwigzki aktywne biologicznie celowane do mitochondridéw.

Mitochondria uznawane s3 obecnie za jeden zobiecujgcych celéw terapii

przeciwnowotworowych, terapii choréb ukfadu krazenia i choréb neurodegeneracyjnych, jak
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rowniez za jedno z gtéwnych zrddet reaktywnych form tlenu w komérce i jednoczesnie za to
organellum komadrkowe, ktére jest najbardziej narazone na szkodliwe dziatanie RFTiA.

W omawianym przegladzie literaturowym, do ktérego przygotowatem obszerng czesc
poswiecong m.in. prébnikom dedykowanym do detekcji RFTIA w obrebie mitochondriéw,
podsumowalismy literature naukowg poswiecong badaniom matoczgsteczkowych zwigzkow
celowanych do mitochondriow. Omédwione zostaty fizykochemiczne podstawy akumulacji
lipofilowych kationdw w obrebie mitochondriéw, wykorzystywane strategie syntetyczne,
probniki celowane do mitochondriow oraz przyktady celowanych do mitochondriow
zwigzkow aktywnych biologicznie. Podsumowano rdéwniez opisane w literaturze zwigzki
celowane do mitochondriéw zsyntezowane pod katem ich potencjalnego wykorzystania
w terapii przeciwnowotworowej.

Artykut [H10] jest przegladem literaturowym przygotowanym pod moim kierunkiem do
specjalnego wydania czasopisma Free Radical Biology and Medicine, zatytutowanego Current
fluorescence and chemiluminescence approaches in free radical and redox biology.
W przegladzie tym podjelismy sie podsumowania literatury naukowej poswieconej
probnikom fluorescencyjnym dedykowanym detekcji azanonu (HNO). Pomimo dekady
intensywnych badan poswieconych rozwojowi metod wykrywania tego indywiduum, jego
detekcja in vivo wcigz pozostaje prawdziwym wyzwaniem. W przegladzie tym skupilismy sie
na wyzwaniach jakie stawia detekcja HNO, ograniczeniach opracowanych dotychczas metod
i perspektywach selektywnej detekcji HNO w uktadach biologicznych.

W artykule [H11], zamykajgcym prezentowany przez mnie cykl artykutdw naukowych
mojego wspotautorstwa, pokazalismy w jaki sposdéb prébniki boronowe mogg byé
wykorzystane do charakterystyki donoréw HNO. W artykule tym scharakteryzowano trzy
donory HNO z grupy pochodnych kwasu Piloty’ego: 2-bromo-, 2-chloro- i 2-trifluorometylo-
N-hydroksybenzenosulfonamid (odpowiednio 2-BrPA, 2-CIPA i 2-CF3PA). W badaniach
kinetycznych wykorzystano boronowg pochodng rezorufiny PC1. W artykule tym wyznaczono
wartosci statych szybkos$ci uwalniania HNO z badanych donoréw i pokazano, ze kinetyka ta
silnie zalezy of pH roztworu, co z kolei postuzyto do oszacowania wartosci pK, badanych
zwigzkéw. Na podstawie zaleznosci statych szybkosci reakcji uwalniania HNO od temperatury
wyznaczono odpowiednie wartosci energii aktywacji procesu rozktadu badanych donordw.
Dla poprawienia rozpuszczalnosci 2-BrPA w wodzie przygotowalismy odpowiedni kompleks

inkluzyjny tego zwigzku z pochodng B-cyklodextryny i pokazalismy, ze kinetyka rozktadu tego
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donora w takim kompleksie jedynie nieznacznie rdézini sie od kinetyki rozktadu w samym
roztworze buforowym. Zbadaliémy réwniez zdolnosé tak przygotowanego kompleksu do
hamowania agregacji ptytek krwi a otrzymane wyniki poréwnalismy z wtasnosciami soli

Angeliego (donoru HNO o zblizonej kinetyce uwalniania HNO).
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J. Biol. Chem. 285 (2010) le16. IF3010 = 5,328, wktad wtasny = 30%, liczba cytowan: 2

Moj wktad polegat na konsultacji tresci tej odpowiedzi i korekcie artykutu przed ztozeniem

manuskryptu.
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B7.J. Zielonka, A. Sikora, M. Hardy, J. Joseph, B. P. Dranka, B. Kalyanaraman, Boronate
probes as diagnostic tools for real time monitoring of peroxynitrite and hydroperoxides,

Chem. Res. Toxicol. 25 (2012) 1793-9. IFy1, = 3,667, wktad wtasny = 15%, liczba cytowan: 99

Méj wktad polegat na konsultacji tresci tego artykutu przeglgdowego i korekcie przed

ztoZzeniem manuskryptu.

B8. 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, ). Biol. Chem. 287 (2012) 2984-95.

IF3012 = 4.651, wkiad wtasny = 15%, liczba cytowan: 95

Mdéj wktad polegat na konsultacjach naukowych tresci tego artykutu, dyskusji wynikdw i

korekcie artykutu przed ztozeniem manuskryptu.

B9. J. Zielonka, J. Joseph, A. Sikora, B. Kalyanaraman, Real-time monitoring of reactive oxygen
and nitrogen species in a multiwell plate using the diagnostic marker products of specific
probes, Methods Enzymol. 526 (2013) 145-57. IFy13 = 2,194, wktad wtasny = 20%, liczba

cytowan: 15

Mdj wktad polegat na konsultacjach naukowych tresci tego artykutu, dyskusji wynikdw i

korekcie artykutu przed ztoZzeniem manuskryptu.

B10. M. Jakubowska, J. Adamus, J. Gebicki, A. Marcinek, A. Sikora, Pulse radiolysis and
spectrophotometric studies on the binding of organic cations with heparin, Rad. Phys. Chem.

99 (2014) 6-11. IFy14 = 1,380, wktad wtasny = 30%, liczba cytowan: 5

Moj wktad polegat na opracowaniu ogdlnej koncepcji badan, analizie i dyskusji wynikéw oraz
opracowaniu ostatecznej wersji manuskryptu.

B11. R. Michalski, B. Michatowski, A. Sikora, J. Zielonka, B. Kalyanaraman, On the use of
fluorescence lifetime imaging and dihydroethidium to detect superoxide in intact animals and

ex vivo tissues: a reassessment, Free Radic. Biol. Med. 67 (2014) 278—84. IF3014 = 5,736, wktad

wtasny = 10%, liczba cytowan: 26

Moj wktad polegat na konsultacjach naukowych koncepcji pracy, dyskusji wynikow i korekcie

artykutu przed ztoZeniem manuskryptu.
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B12. J. Zielonka, A. Sikora, J. Adamus, B. Kalyanaraman, Detection and differentiation
between peroxynitrite and hydroperoxides using mitochondria-targeted arylboronic acid,

Methods Mol. Biol. 1264 (2015) 171-81, wktad wiasny = 20%, liczba cytowan: 9

Modj wktad polegat na konsultacjach naukowych koncepcji pracy, dyskusji wynikow i korekcie

artykutu przed ztozeniem manuskryptu.

B13. J. Zielonka, M. Zielonka, L. VerPlank, G. Cheng, M. Hardy, O. Ouari, M. M. Ayhan,

R. Podsiadty, A. Sikora, J. D. Lambeth, B. Kalyanaraman, Mitigation of NADPH Oxidase 2
Activity as a Strategy to Inhibit Peroxynitrite Formation, ). Biol. Chem. 291 (2016) 7029-44.
IFy016 = 4.125, wkiad wtasny = 10%, liczba cytowan: 28

Méj wktad polegat na konsultacjach naukowych, dyskusji wynikdw i korekcie artykutu przed

ztoZzeniem manuskryptu.

B14. K. Debowska, D. Debski, M. Hardy, M. Jakubowska, B. Kalyanaraman, A. Marcinek,
R. Michalski, B. Michatowski, O. Ouari, A. Sikora, R. Smulik, J. Zielonka, Toward selective
detection of reactive oxygen and nitrogen species with the use of fluorogenic probes —
Limitations, progress, and perspectives, Pharmacol. Rep. 67 (2015) 756—64. IFyp;5 = 2,251,
wkfad wtasny = 20%, liczba cytowan: 24

Moj wktad polegat na opracowaniu ogdlnej koncepcji tej pracy, przygotowaniu jej czesci
dotyczqcej wykorzystanie prébnikéw boronowych do detekcji nadtlenoazotynu oraz

opracowaniu ostatecznej wersji manuskryptu.

B15. B. Kalyanaraman, G. Cheng, M. Hardy, O. Ouari, A. Sikora, J. Zielonka, M. Dwinell,
Mitochondria-targeted metformins: anti-tumor and redox signalling mechanisms, Interface

Focus 7 (2017) 20160109. IFy;7 = 3,165, wktad wtasny = 10%, liczba cytowan: 4

Moj wktad polegat na konsultacjach naukowych, dyskusji wynikow i korekcie artykutu przed

ztoZeniem manuskryptu.

B16. B. Kalyanaraman, G. Cheng, M. Hardy, O. Ouari, A. Sikora, J. Zielonka, M. B. Dwinell,
Modified metformin as a more potent anticancer drug: mitochondrial inhibition, redox
signaling, antiproliferative effects and future EPR studies, Cell Biochem. Biophys. 75 (2017)
311-317. IF3017 = 1,455, wktad wiasny = 10%, liczba cytowan: 6
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Moj wktad polegat na konsultacjach naukowych, dyskusji wynikow i korekcie artykutu przed

ztoZeniem manuskryptu.

B17. ). Zielonka, M. Hardy, R. Michalski, A. Sikora, M. Zielonka, G. Cheng, O. OQuari,
R. Podsiadty, B. Kalyanaraman, Recent developments in the probes and assays for
measurement of the activity of NADPH oxidases, Cell Biochem. Biophys. 75 (2017) 335—-349.

IF2017 = 1,455, wktad wtasny = 10%, liczba cytowan: 4

MGdj wktad polegat na konsultacjach naukowych i korekcie artykutu przed ztozeniem

manuskryptu.

B18. M. Hardy, J. Zielonka, H. Karoui, A. Sikora, R. Michalski, R. Podsiadty, M. Lopez,

J. Vasquez-Vivar, B. Kalyanaraman, O. Ouari. Detection and characterization of reactive
oxygen and nitrogen species in biological systems by monitoring species-specific products.
Antioxid. Redox. Signal. 28 (2018) 1416—1432. IF,017 = 6,530, wktad wtasny = 15%, liczba

cytowan: 3

Moj wktad polegat na przygotowaniu czesci tej pracy, dotyczqcej wykorzystanie probnikow
boronowych do selektywnej detekcji nadtlenoazotynu oraz korekcie artykutu przed ztozeniem

manuskryptu.

6.2. Kierowanie projektami naukowymi oraz udziat w takich projektach

1. Od selektywnej detekcji biologicznych utleniaczy i matoczgsteczkowych zwigzkow
sygnatowych do lepszego rozpoznania ich chemii biologicznej, (2016—-2021), projekt
badawczy finansowany przez Narodowe Centrum Nauki w ramach programu SONATA BIS

(2015/18/E/ST4/00235); kierownik projektu

2. Synteza i charakterystyka nowych probnikow przeznaczonych do detekcji
nadtlenoazotynu, (2012-2014), projekt badawczy finansowany przez Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego w ramach programu luventus Plus (IP 2011 049271); kierownik

projektu

3. Mechanistyczne aspekty oksydatywnej konwersji wybranych fluorogenicznych préobnikéw

do detekcji reaktywnych form tlenu, (2010-2012), projekt badawczy finansowany przez
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Fundacje na rzecz Nauki Polskiej w ramach programu HOMING PLUS (HOMING
PLUS/2010-1/12); kierownik projektu

4. Srédbtonek naczyniowy w chorobach cywilizacyjnych: od badar poznawczych do oferty
innowacyjnego leku o dziataniu srédbfonkowym (Zadanie badawcze: Oddziatywania
molekularne i reaktywnos¢ chemiczna),(2010-2015), projekt badawczy finansowany przez

Narodowe Centrum Badan i Rozwoju (POIG 01.01.02-00-069/09); wykonawca

5. Bezposrednia identyfikacja reaktywnych metabolitéw jako istotne kryterium oceny
bezpieczeristwa stosowania substancji chemicznych, (2007-2010), projekt badawczy
finansowany przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (N205 003 32/0258);

wykonawca

6. Potencjat terapeutyczny pochodnych nikotynamidu w swietle ich dziatania na Srodbfonek
naczyniowy (Zadanie badawcze: Wtasciwosci redoks pochodnych nikotynamidu i ich
reaktywnosc¢ w odniesieniu do reaktywnych form tlenu), (2004—-2007), projekt
finansowany przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (KBN K103/T09/2004);

wykonawca

6.3. Udziat w konferencjach i seminariach naukowych i ich organizacja

A. Udziat w konferencjach i seminariach naukowych (wyszczegdlnitem tylko te konferencje

i seminaria naukowe, w ktorych bratem udziat jednoczesnie prezentujqc wyniki badan)

1. Biological chemistry of nitroxyl (HNO) — the most elusive reactive nitrogen species —
Renata Smulik-lzydorczyk, Angelika Gerbich, Jacek Zielonka, Jakub Pieta, Jan Adamus,
Radostaw Michalski, Balaraman Kalyanaraman, Adam Sikora — seminarium naukowe
»Signalling Molecules and Biological Oxidants — Chemistry, Detection and Redox

Biology.” Konopnica, Polska, 2018 — wyktad

2. A kinetic study on the reactivity of azanone (HNO) toward its selected scavengers —
Adam Sikora, Renata Smulik-lzydorczyk, Angelika Gerbich, Jan Adamus, Radostaw
Michalski — The 9th PULS Conference on Pulse Investigations in Chemistry, Physics, and

Biology. t6dz, Polska, 2018 — poster
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Oxidation of the selected probes for detection of reactive oxygen species (ROS) and
reactive nitrogen species (RNS) in aqueous solutions of nitric oxide donors —
Karolina Debowska, Renata Smulik-lzydorczyk, Jakub Pieta, Jan Adamus, Radostaw
Michalski, Adam Sikora — The 19th Biennial Meeting for the Society for Free Radical

Research International (SFRRI). Lizbona, Portugalia, 2018 — poster

Kinetic and quantum-mechanical study on the decomposition of Piloty’s acid derivatives —
toward the understanding of factors controlling HNO release — Adam Sikora, Renata
Smulik-lzydorczyk, Angelika Gerbich, Michat Rostkowski, Jan Adamus, Jakub Pieta,
Karolina Debowska, Radostaw Michalski, Andrzej Marcinek, Dominika Jarmoc, Agnieszka
Leszczyniska, Karol Kramkowski — Gordon Research Conference “Oxygen Radicals”.

Ventura, CA, USA, 2018 — wyktad

Azanon (HNO) — chemia, chemia biologiczna i detekcja tajemniczej reaktywnej formy
azotu — Adam Sikora — seminarium naukowe w Instytucie Chemii Organicznej Politechniki

tédzkiej. £odz, Polska, 2017 — wyktad na zaproszenie

N,N,N’,N’-tetramethylhydroethidine (TMHE) — in search for novel probes for the detection
of superoxide radical anion — Adam Sikora, Radostaw Michalski, Adrianna Mesjasz, Micael
Hardy, Olivier Ouari, Jacek Zielonka, Balaraman Kalyanaraman — SFRBM's 24th Annual

Meeting. Baltimore, USA, 2017 — poster

The chemistry and chemical biology of HNO — a kinetic study on the reactivity of HNO
toward its selected scavengers — Renata Smulik-lzydorczyk, Adrianna Mesjasz, Angelika
Gerbich, Jan Adamus, Radostaw Michalski, Adam Sikora — 25th Krakdéw Conference on

Endothelium. Krakdéw, Polska, 2017 — poster

Nitroxyl (HNO) — Chemistry, biology, and detection of the most elusive reactive nitrogen
species — Adam Sikora — Second Adriatic Symposium on Biophysical Approaches in

Biomedical Studies. Split, Chorwacja, 2017 — wyktad na zaproszenie

Nitroxyl (HNO) — chemistry, biology and detection — Renata Smulik-lzydorczyk, Adrianna
Mesjasz, Angelika Gerbich, Jacek Zielonka, Karolina Debowska, Radostaw Michalski, Jakub
Pieta, Jan Adamus, Balaraman Kalyanaraman, Adam Sikora — EMBO Conference on Redox

Biology. Moskwa—Petersburg, Rosja, 2017 — poster
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

The pulse radiolytic study of one-electron oxidation of hydroethidine, the probe for the
detection of superoxide radical anion — Adam Sikora, Bartosz Michatowski, Radostaw
Michalski, Micael Hardy, Olivier Ouari, Jan Adamus, Andrzej Marcinek, Jacek Zielonka,
Balaraman Kalyanaraman — 5th International Conference on Radiation and Applications in

Various Fields of Research. Budwa, Czarnogdra, 2017 — poster

N,N,N’,N’-tetramethylhydroethidine (TMHE) — in search for better probes for the detection
of superoxide radical anion — Adam Sikora, Radostaw Michalski, Adrianna Mesjasz, Micael
Hardy, Olivier Ouari, Jan Adamus, Jacek Zielonka, Balaraman Kalyanaraman — OCC World

Congress 2017 and Annual SFRR-E Conference. Berlin, Niemcy, 2017 — poster

The chemistry and chemical biology of azanone (HNO) — a mysterious cousin of nitric
oxide — Adam Sikora, Renata Smulik-lzydorczyk, Adrianna Mesjasz, Angelika Gerbich,
Radostaw Michalski, Jan Adamus — International Workshop “Bioinorganic Redox Control”.

Krakéw, Polska, 2017 — wyktad na zaproszenie

Mechanistyczne aspekty dziatania wybranych probnikéw przeznaczonych do detekcji
reaktywnych form tlenu i azotu — Adam Sikora — seminarium naukowe w Instytucie

Chemii i Techniki Jagdrowej. Warszawa, Polska, 2016 — wyktad na zaproszenie

The kinetic study on the reactivity of nitroxyl (HNO) towards nitrite ions, hydroxylamine,
selected nitrosocompounds and triphenylphosphines — Adam Sikora, Renata Smulik-
Izydorczyk, Adrianna Mesjasz, Jan Adamus — SfRBM's 23rd Annual Meeting. San
Francisco, CA, USA, 2016 — poster

What do we really know about boronate probes? (Molecular factors affecting reactivity) —
Adam Sikora — Xth International EPR Workshop on EPR in Biology and Medicine. Krakow,

Polska, 2016 — wyktad na zaproszenie

What do we really know about HNO reactivity? Implications for its fluorescent imaging in
vivo — Adam Sikora — 17th International Conference on Oxidative Stress Reduction, Redox

Homeostasis and Antioxidants. Paryz, Francja, 2016 — wyktad

17. HNO - tajemniczy kuzyn tlenku azotu — Adam Sikora — VIl Interdyscyplinarne Seminarium

JCET. Wierchomla Wielka, Polska, 2016 — wyktad na zaproszenie
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18.

19.

20.

21.

22

23.

24,

The use of boronate probes for the detection of reactive oxygen and nitrogen species —
Adam Sikora — 3rd International Conference and Exhibition on Biosensors and

Bioelectronics. San Antonio, USA, 2014 — wyktad

The use of boronate probes in the studies on nitroxyl (HNO) reactivity — Renata Smulik,
Dawid Debski, Bartosz Michatowski, Jan Adamus, Jacek Zielonka, Balaraman
Kalyanaraman, Adam Sikora — Oxidative Stress Conference 2014. Oropesa, Hiszpania,

2014 — wyktad

The fluorescein-based boronate probes FbisBBE and FBBE as useful tools for the detection
of peroxynitrite — Karolina Guminska, Dawid Debski, Bartosz Michatowski, Jan Adamus,
Tomasz Wdjcik, Stefan Chtopicki, Adam Sikora — 12th ISANH International Conference on
Oxidative Stress, Redox States and Antioxidants. Clinical Advances — Challenges —

Perspectives. Paryz, Francja, 2013 — poster

The effect of glutathione on the oxidation of hydroethidine in superoxide generating
system: characteristic and the importance of HE radical cation — Adam Sikora, Bartosz
Michatowski, Dawid Debski, tukasz Piotrowski, Jan Adamus, Andrzej Marcinek — 6th

European Young Investigator Conference. Stubice, Polska, 2013 — poster

Reactivity of mitochondria-targeted arylboronic acid isomers toward peroxynitrite — Adam
Sikora, Jacek Zielonka, Jan Adamus, Dawid Debski, Agnieszka Dybata-Defratyka, Joy
Joseph, Richard C. Hartley, Michael P. Murphy, Balaraman Kalyanaraman — 3rd World
Congress on Targeting Mitochondria. Strategies, Innovations and Clinical Applications.

Berlin, Niemcy, 2012 — poster

Reactivity of resorufin-based fluorogenic probe PC1 toward ROS/RNS and its use in the
studies of peroxynitrite reactivity — Adam Sikora, tukasz Piotrowski, Dawid Debski,
Karolina Guminska, Jan Adamus, Andrzej Marcinek, Jacek Zielonka, Balaraman

Kalyanaraman — SFRBM's 19th Annual Meeting. San Diego, CA, USA, 2012 — poster

Mechanistic aspects of the reaction of peroxynitrite with mitochondria-targeted
arylboronic acid isomers — Adam Sikora, Jacek Zielonka, Jan Adamus, Dawid Debski,
Bartosz Michatowski, Joy Joseph, Michael P. Murphy, Balaraman Kalyanaraman — IARC
Workshop on Reactive Intermediates for Young Scholars and Graduate Students. Spata,

Polska, 2012 — wyktad
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25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

The UPLC/MS study of the reaction of glutathione with boronate resorufin-based
fluorogenic probe PC1 — Adam Sikora, Bartosz Michatowski, Dawid Debski, Jan Adamus,
Andrzej Marcinek —1SC'2012. 29th International Symposium on Chromatography. Torun,
Polska, 2012 — poster

Reactivity of resorufin-based fluorogenic boronate probe PC1 towards ROS/RNS and its
use in the studies of peroxynitrite reactivity — Adam Sikora, Jan Adamus, tukasz
Piotrowski, Dawid Debski, Karolina Guminska, Andrzej Marcinek, Piotr Kwiatkowski —
39th Annual Meeting of the European Radiation Research Society. Vietri sul Mare,

Wiochy, 2012 — poster

Different reaction profiles of mitochondria-targeted arylboronic acid isomers with
peroxynitrite — Adam Sikora, Jacek Zielonka, Jan Adamus, Dawid Debski, Joy Joseph,
Michael P. Murphy, Balaraman Kalyanaraman — SFRBM’s 18th Annual Meeting, Atlanta,
GA, USA, 2011 — poster

Charakterystyka produktdow posrednich jednoelektronowego utleniania Amplex Red,
fluorescencyjnego probnika na reaktywne formy tlenu — Adam Sikora, Dawid Debski, Jan
Adamus — 54. Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego i Stowarzyszenia

Inzynierdw i Technikéw Przemystu Chemicznego. Lublin, Polska, 2011 — poster

The pulse radiolysis study on the transient products of one-electron oxidation of
fluorescent probe Amplex Red — Adam Sikora, Dawid Debski, Jan Adamus, Jacek Zielonka,
Balaraman Kalyanaraman — EYIC. 5th European Young Investigator Conference. Stubice,

Polska, 2011 — poster

Novel tools in the research on antioxidants — the global profiling of ROS/RNS in cell-free
and cellular systems — Adam Sikora, Jacek Zielonka, Monika Zielonka, Joy Joseph, Jan
Adamus, Agnieszka Dybata-Defratyka, tukasz Piotrowski, Michael Hardy, Olivier Ouari,
Balaraman Kalyanaraman — ICRR 2011. 14th International Congress of Radiation
Research. Incorporating 57th Annual Meeting of the Radiation Research Society.

Warszawa, Polska, 2011 — wyktad na zaproszenie

Redox properties of aryl boronate compounds — Adam Sikora, tukasz Piotrowski,

Agnieszka Dybata-Defratyka, Jan Adamus, Andrzej Marcinek, Jacek Zielonka, Balaraman
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32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Kalyanaraman. SFRR-Europe 2011 Meeting. “Redox Biology and Micronutrients: From

Signaling to Translation and Back.” Istambut, Turcja, 2011 — poster

The mechanism of the oxidative transformation of boronate compounds — a quantum
mechanical study — Adam Sikora, Agnieszka Dybata-Defratyka, Jacek Zielonka, Andrzej
Marcinek, Balaraman Kalyanaraman — SFRBM's 17th Annual Meeting. SFRRI's 15th
Biennial Meeting. Orlando, Floryda, USA, 2010 — poster

The mechanistic aspects of the reaction of peroxynitrite with boronate compounds —
Adam Sikora, Jacek Zielonka, Marcos Lopez, Joy Joseph, Andrzej Marcinek, Balaraman
Kalyanaraman — VIlith International Workshop on EPR (ESR) in Biology and Medicine.
Krakéw, Polska, 2010 — wyktad

Oxidation of coumarin boronate to hydroxycoumarin by different fluxes of nitric oxide and
superoxide: quantitative measurements of peroxynitrite under various nitric
oxide/superoxide fluxes — Adam Sikora, Jacek Zielonka, Joy Joseph, Balaraman
Kalyanaraman — 16th Annual Meeting of the Society for Free Radical Biology and

Medicine. San Francisco, CA, USA, 2009 — poster

Apocynin inhibits carbonate radical-induced aggregation of human Cu,Zn-SOD — Adam
Sikora, Jacek Zielonka, tukasz Piotrowski, Christopher Andrekopoulos, Joy Joseph, Jan
Adamus, Andrzej Marcinek, X. Allen Li, Balaraman Kalyanaraman — SFRBM's 15th Annual

Meeting, Indianapolis, IN, USA, 2008 — poster

Characterization of clozapine and olanzapine radical cations, radicals and nitrenium
cations — Adam Sikora, Andrzej Marcinek — EYIC'07. 3rd European Young Investigator

Conference. Stubice, Polska, 2007 — poster

Spectroscopic characterization of diphenylnitrosamine transient oxidation products —
Adam Sikora, Jan Adamus, Andrzej Marcinek — VIl International Workshop on EPR(ESR) in

Biology and Medicine. Krakéw, Polska, 2007 — poster

Charakterystyka anionorodnikéw dihalogenkowych i dipseudohalogenkowych
generowanych radiacyjnie w chlorku metylenu. Adam Sikora, Radostaw Michalski, Jan

Adamus, Andrzej Marcinek. XIV Zjazd PTBR. Kielce, Polska, 2007 — poster

Nowy typ matryc niskotemperaturowych do badania rodniko-jonédw — Adam Sikora, Jan
Adamus, Andrzej Marcinek — XLIX Zjazd Polskiego Towarzystwa Chemicznego
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i Stowarzyszenia Inzynierow i Technikdw Przemystu Chemicznego. Gdansk, Polska, 2006 —

poster

B. Udziat w organizacji konferencji naukowych

1. Seminarium naukowe ,,Signalling Molecules and Biological Oxidants — Chemistry,

Detection and Redox Biology”, Konopnica, Polska, 2018 — organizator

2. First Adriatic Symposium on Biophysical Approaches in Biomedical Studies, Split,

Chorwacja, 2014 — cztonek “advisory board” oraz “session chair”

3. “Oxygen Radicals” Gordon-Merck Research Seminar: (Patho)physiology of Redox

Processes, Ventura, CA, USA, 2014 — “discussion leader”
4. 6th European Young Investigator Conference, Stubice, Polska, 2013 — organizator

5. IARC Workshop on Reactive Intermediates for Young Scholars and Graduate Students.

Spata, Polska, 2012 — organizator

6.4. Cztonkostwo w towarzystwach naukowych

e Society for Free Radical Biology and Medicine/Society for Redox Biology and Medicine —

2008—-obecnie — cztonek towarzystwa

e Society for Free Radical Research — Europe — 2011—obecnie — cztonek towarzystwa

6.5. Staze w krajowych i zagranicznych osrodkach naukowych

1. 07.2008-07.2009 — staz podoktorski w Department of Biophysics, Free Radical Research
Center, Medical College of Wisconsin, Milwaukee, WI, USA — prowadzitem badania
dotyczgce mechanizmu i kinetyki reakcji utleniania zwigzkéw boronowych przez

nadtlenek wodoru, kwas chlorowy (1) i nadtlenoazotyn.

2. 10-11.2009 - krotkoterminowy staz badawczy w Department of Biophysics, Free Radical
Research Center, Medical College of Wisconsin, Milwaukee, WI, USA — prowadzitem
badania dotyczgce wykorzystania kwasu 7-boronokumarynowego, jako probnika

fluorescencyjnego do detekcji nadtlenoazotynu.
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3. 08-09.2010 - krotkoterminowy staz badawczy w Department of Biophysics, Free Radical
Research Center, Medical College of Wisconsin, Milwaukee, WI, USA — prowadzitem
badania z wykorzystaniem techniki putapkowania spinowego, ktérych celem byto
okreslenie mechanizmu wolnorodnikowej sciezki reakcji zwigzkéw boronowych

z nadtlenoazotynem.

4. 07-08.2011 — krétkoterminowy staz badawczy w Department of Biophysics, Free Radical
Research Center, Medical College of Wisconsin, Milwaukee, WI, USA — prowadzitem
badania dotyczgce charakterystyki reakcji nadtlenoazotynu z izomerycznymi kwasami
fenyloboronowymi zawierajgcymi w swej strukturze podstawnik z grupg
trifenylofosfoniowg, jako prébnikami do detekcji nadtlenoazotynu w obrebie

mitochondriéw.

5. 07.2018 — krétkoterminowy staz badawczy w Department of Biophysics, Free Radical
Research Center, Medical College of Wisconsin, Milwaukee, WI, USA — prowadzitem
badania dotyczgce charakterystyki nowych prébnikéw boronowych dedykowanych do
detekcji nadtlenoazotynu i nadtlenku wodoru w obrebie mitochondriéw, jak i mozliwosci
detekcji nadtlenoazotynu produkowanego przez srédbtonkowg syntaze tlenku azotu

(eNOS).

6.6. Miedzynarodowa i krajowa wspétpraca naukowa

Podczas ostatnich 9 lat, jakie minety od zakohczenia mojego stazu podoktorskiego
w Medical College of Wisconsin w zespole badawczym prof. Balaramana Kalyanaramana,
utrzymywatem bliskg wspotprace naukowg ztg grupg badawczg, co znajduje swoje
odzwierciedlenie we wspdtautorstwie wielu artykutdw naukowych (vide supra). Do innych
dtugoterminowych partneréw naukowych, z ktérymi dos¢ blisko wspdtpracuje, zaliczam

rowniez nastepujgcych naukowcdédw z Europy i z Polski:

e dr Micaela Hardy’ego (Aix Marseille Universite, Institut de Chimie Radicalaire,
Marsylia, Francja) — wspodtpraca obejmuje prace nad charakterystykg nowych
probnikéw  fluorescencyjnych  przeznaczonych do detekcji anionorodnika

ponadtlenkowego, przede wszystkim zwigzkéw z grupy pochodnych hydroetydyny;
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prof. dr. hab. Stefana Chtopickiego (Uniwersytet Jagielloriski, Jagielloriskie Centrum
Rozwoju Lekéw) — wspodtpraca obejmowata charakterystyke wtasnosci soli
pirydyniowych, bedacych jednoczesnie donorami tlenku azotu, jak réwniez rozwijanie
metodyki detekcji reaktywnych form tlenu iazotu zwykorzystaniem prébnikow
molekularnych;

dr. hab. Karola Kramkowskiego (Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku, Zaktad Chemii
Fizycznej) — wspotpraca dotyczy charakterystyki nowych donoréw azanonu z grupy

pochodnych kwasu Piloty’ego.

We wspomnianym czasie wspotpracowatem réwniez z innymi zespotami badawczymi

w Polsce ina $wiecie udostepniajac na ich potrzeby zwigzki zsyntezowane w ramach

projektéw badawczych, ktérych bytem kierownikiem — przede wszystkim niedostepne

komercyjnie prébniki boronowe, lecz rowniez aktywne biologicznie zwigzki ,celowane” do

mitochondriow.

6.7.

6.8.

Recenzowanie publikacji w czasopismach miedzynarodowych

Biosensors and Bioelectronics — 3 recenzje

Chemical Communications — 1 recenzja

Free Radical Biology and Medicine — 4 recenzje

Free Radical Research — 1 recenzja

Journal of Analytical Methods in Chemistry — 1 recenzja

Oxidative Medicine and Cellular Longevity — 4 recenzje

Talanta — 2 recenzje

Dyes and Pigments — 1 recenzja

Udziat w zespotach eksperckich i konkursowych

Recenzent streszczen naukowych nadestanych na konferencje naukowa 24th Annual

Meeting of the Society for Redox Biology and Medicine (SFfRBM), Baltimore, MD, 2017.

Recenzent streszczeh naukowych nadestanych na konferencje naukowa 25th Annual

Meeting of the Society for Redox Biology and Medicine (SFRBM), Chicago, IL, 2018.
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6.9. Najwazniejsze nagrody i wyrdznienia zwigzane z dziatalnoscig naukowg

e 2009 r. — nagroda Rektora Politechniki todzkiej za dorobek naukowy
e 2011 r.-nagroda Rektora Politechniki todzkiej za dorobek naukowy
e 2015 r.—nagroda Rektora Politechniki todzkiej za dorobek naukowy

e 2015 r. - Recognized reviewer — wyrdznienie czasopisma Free Radical Biology and

Medicine
e 2017 r.—nagroda Rektora Politechniki tédzkiej za dorobek naukowy

e 2017 r. — Outstanding reviewer — wyrdznienie czasopisma Free Radical Biology and

Medicine
e 2017 r.— Recognized reviewer — wyrdznienie czasopisma Biosensors and Bioelectronics
e 2018 r. —nagroda Rektora Politechniki todzkiej za dorobek naukowy
e 2018 r. - Recognized reviewer — wyrdznienie czasopisma Talanta
e 2018 r.— Outstanding reviewer — wyrdznienie czasopisma Talanta

e 2018 r.— Recognized reviewer — wyrdznienie czasopisma Dyes and Pigments

7. Dziatalno$¢ dydaktyczna

7.1. Prowadzone zajecia dydaktyczne

W okresie po uzyskaniu stopnia doktora prowadzitem zajecia z nastepujgcych przedmiotow:
e Chemia fizyczna — laboratorium (studia | stopnia, rézne kierunki studiéw);

e |zotopowe metody badania materiatow budowlanych — laboratorium (studia | stopnia,

kierunek Chemia budowlana);

e Wolne rodniki w chemii, biologii i medycynie — wykfad i laboratorium (studia | stopnia,

kierunek Chemia);

e Podstawy biofarmacji i farmakokinetyki — wyktad i laboratorium (studia | stopnia,

kierunek Chemia);
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e Termodynamika techniczna i chemiczna — wyktad, éwiczenia i laboratorium (studia

| stopnia, kierunek Technologia chemiczna).

7.2. Opracowane programy nauczania przedmiotéw akademickich

1. Opracowanie programu nauczania dla przedmiotu Wolne rodniki w chemii, biologii

i medycynie (studia | stopnia, kierunek Chemia, specjalnos¢ Chemia biologiczna).

2. Opracowanie programu nauczania dla przedmiotu Podstawy biofarmacji

i farmakokinetyki (studia Il stopnia, kierunek Chemia, specjalno$¢ Chemia medyczna).

3. Opracowanie programu nauczania dla przedmiotu Oxidative Modifications of
Biomolecules and Biopolymers (Oksydacyjne modyfikacje bioczgsteczek i biopolimerdw)
(studia I stopnia, kierunek Advanced Biobased and Bioinspired Materials, przedmiot

prowadzony w jezyku angielskim).

7.3. Prace inzynierskie wykonane pod kierunkiem habilitanta

1. Adrianna Mesjasz, Badanie reaktywnosci HNO (azanonu) wzgledem jonéw azotanowych
(1), hydroksyloaminy, wybranych zwigzkow nitrozowych i wybranych fosfin, £6dz, 2016

(kierownik pracy dyplomowej).

2. Angelika Gerbich, Charakterystyka wybranych donoréw azanonu, £édz, 2016 (kierownik

pracy dyplomowej).

3. Kinga Zawislak, Charakterystyka kwasu 1-boronopirenowego jako profluorescencyjnego
probnika do wykrywania reaktywnych form tlenu i azotu, £6dz, 2016 (kierownik pracy

dyplomowej).

4. Kacper Bajorski, Utlenianie wybranych probnikéw przeznaczonych do detekcji
reaktywnych form tlenu (RFT) i azotu (RFA) w wodnych roztworach donorow tlenku azotu,

tédz, 2018 (kierownik pracy dyplomowej).

5. Pawet Zerbe, Charakterystyka reaktywnosci probnika difenylo-1-pirenylofosfiny wzgledem
wybranych RFT i RFA, £6dz, 2018 (kierownik pracy dyplomowej).
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7.4. Prace magisterskie wykonane pod kierunkiem habilitanta

1. Dawid Debski, Charakterystyka nietrwatych produktow posrednich jednoelektronowego
utleniania 10-acetylo-3,7-dihydroksyfenoksazyny, t6dz, 2011 (kierownik pracy

dyplomowej).

2. Katarzyna Bandzierz, Charakterystyka produktow posrednich jednoelektronowego

utleniania wybranych zwigzkéw boronowych, £t6dz, 2011 (kierownik pracy dyplomowej).

3. Karolina Grzelak, Charakterystyka reaktywnosci boronowej pochodnej rezorufiny (PC1)

wzgledem wybranych reaktywnych form tlenu, £édz, 2012 (kierownik pracy dyplomowej).

4. Karolina Guminska, Reaktywnos¢ boronowej pochodnej rezorufiny PC1 wzgledem
nadtlenoazotynu. Zastosowanie PC1 w badaniach reaktywnosci nadtlenoazotynu i kwasu

podchlorawego, £édz, 2012 (kierownik pracy dyplomowej).

5. Karolina Pierzchata, Charakterystyka reaktywnosci hydroetydyny wzgledem wybranych

rodnikdw peroksylowych, t6dz, 2013 (kierownik pracy dyplomowej).

6. Renata Smulik, Wykorzystanie probnikow boronowych w badaniach reaktywnosci HNO,

tédz, 2013 (kierownik pracy dyplomowej).

7. Magdalena Maj, Charakterystyka boronowych pochodnych kumaryny jako
profluorescencyjnych probnikow przeznaczonych do detekcji nadtlenoazotynu, £édz, 2013

(kierownik pracy dyplomowej).

8. Angelika Gerbich, Charakterystyka 4-((9-akrydynokarbonylo)amino)-2,2,6,6-
tetrametylopiperydyno-1-oksylu (TEMPO-9-Ac), jako profluorescencyjnego prébnika

przeznaczonego do detekcji azanonu (HNO), £tddz, 2017 (kierownik pracy dyplomowej).

7.5. Opieka naukowa nad doktorantami w charakterze promotora pomocniczego

1. Dawid Debski, Mechanistyczne aspekty oksydatywnej konwersji probnikow

przeznaczonych do detekcji nadtlenku wodoru i nadtlenoazotynu, tédz, 2016.

2. Bartosz Michatowski, Mechanistyczne aspekty detekcji reaktywnych form tlenu i azotu

z wykorzystaniem wybranych préobnikdw fluorescencjogennych, £6dz, 2017.
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3. Karolina Debowska, Charakterystyka wybranych katalitycznych antyoksydantdéw oraz

probnikéw wykorzystywanych do detekcji nadtlenoazotynu (praca w przygotowaniu).

4. Renata Smulik-1zydorczyk, Charakterystyka reaktywnosci azanonu (HNO) i wybranych

jego donordw (praca po recenzjach, obrona zaplanowana na 5 lutego 2019 r.).
8. Dziatalnos¢ organizacyjna

10.2016—obecnie Zastepca Dyrektora Miedzyresortowego Instytutu Techniki Radiacyjnej ds.
Dydaktycznych, Wydziat Chemiczny Politechniki tédzkiej

10.2016—obecnie cztonek Rady Wydziatu Chemicznego Politechniki tddzkiej

‘s"'o‘z’ w '3 r-

55



56



Zatacznik 2B

Autoreferat w jezyku angielskim

Mechanistyczne aspekty reaktywnosci i wykorzystanie wybranych préobnikow

molekularnych przeznaczonych do detekcji reaktywnych form tlenu i azotu

dr inz. Adam Sikora
Miedzyresortowy Instytut Techniki Radiacyjnej

Wydziat Chemiczny Politechniki tédzkiej
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Mechanistic aspects of reactivity and use of selected molecular probes

for detection of reactive oxygen and nitrogen species
Dr. Adam Sikora

Institute of Applied Radiation Chemistry

Faculty of Chemistry, Lodz University of Technology, Lodz, Poland
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4. Numerical data on scientific accomplishments

Below are the data summarizing my scientific accomplishments, including the

numerical data from the Web of Science and Scopus databases, as of oth of January, 2019:

Number of scientific papers: 35

Number of scientific papers discussed as an “achievement”: 11

Total number of citations (according to Scopus): 952

Total number of citations, excluding self-citations (according to Scopus): 823
Hirsch Index (according to Scopus): 15

Total impact factor of all publications: 176.02

Total impact factor (based on 11 papers discussed as an “achievement”): 98.95

Citations of scientific papers discussed as an “achievement” (according to Scopus): 509
5. Scientific achievements, the habilitation thesis is based on
a) Title of the scientific achievement:

Mechanistic aspects of reactivity and use of selected molecular probes

for detection of reactive oxygen and nitrogen species
The presented habilitation thesis is based on 11 co-authored scientific papers.
b) List of scientific publications, the habilitation thesis is based on.

H1. A. Sikora, J. Zielonka, M. Lopez, J. Joseph, B. Kalyanaraman, Direct oxidation of boronates
by peroxynitrite: mechanism and implications in fluorescence imaging of peroxynitrite, Free
Radic. Biol. Med. 47 (2009) 1401-7. IF3009 = 6.081, my contribution = 70%, number of

citations: 158

My contribution to this paper consisted of design and running most of experiments, including
all measurements of the chemical reactivity of boronate compounds, analysis, interpretation
and discussion of the results, preparation of most of the figures and writing the first version

of the manuscript.
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H2. 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. 285 (2010) 14210-6. Article selected
as JBC Paper of the Week. IF,950 = 5.328, my contribution = 40%, number of citations: 118

My contribution to this paper consisted of design and running part of experiments, including
the experiments on oxidation of the CBA probe by peroxynitrite formed from different flux
ratios of co-generated nitric oxide and superoxide, analysis, interpretation and discussion of
the results of those experiments and preparation of figures illustrating them, consultations

and the revision of the final manuscript.

H3. A. Sikora, J. Zielonka, M. Lopez, A. Dybala-Defratyka, J. Joseph, A. Marcinek,
B. Kalyanaraman, Reaction between peroxynitrite and boronates: EPR spin-trapping, HPLC
analyses, and quantum mechanical study of the free radical pathway, Chem. Res. Toxicol. 24

—97. IF3011 = 3.779, my contribution = 70%, number of citations:
(2011) 687-97. IF 3.779, my ibuti 70% b f citati 53

My contribution to this paper is consisted of design and running most of experiments,
including involvement in the spin-trapping of the phenyl radicals formed in the reaction of
peroxynitrite with boronate compounds, analysis, interpretation and discussion of the results,

preparation of figures and writing the first version of the manuscript.

H4. A. Sikora, J. Zielonka, J. Adamus, D. Debski, A. Dybala-Defratyka, B. Michalowski,

J. Joseph, R.C. Hartley, M.P. Murphy, B. Kalyanaraman, Reaction between peroxynitrite and
triphenylphosphonium-substituted arylboronic acid isomers: identification of diagnostic
marker products and biological implications, Chem. Res. Toxicol. 26 (2013) 856—67.

IF2013 = 4.190, my contribution = 70%, number of citations: 27

My contribution to this paper consisted of design and running most of experiments, including
involvement in the pulse radiolysis kinetic experiments on the reactivity of mitochondria-
targeted boronate probes and in spin-trapping experiments of the phenyl radicals formed in
the reaction of peroxynitrite with studied boronate compounds, analysis, interpretation and
discussion of the results, preparation of most of the figures and writing the first version of the

manuscript.
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H5. R. Smulik, D. Debski, J. Zielonka, B. Michalowski, 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. 289 (2014) 35570-81.

IF2014 = 4.573, my contribution = 40%, number of citations: 32

My contribution to this paper consisted of project concept, design of most of the experiments,
including the development of novel method for the kinetic studies of HNO reactivity, based on
the competition kinetics and the use of profluorescent boronate probes for detection of
peroxynitrite formed in the system, interpretation and discussion of the results, edition of

manuscript and funding acquisition.

H6. K. Debowska, D. Debski, B. Michalowski, A. Dybala-Defratyka, T. Wojcik, R. Michalski,
M. Jakubowska, A. Selmi, R. Smulik, L. Piotrowski, J. Adamus, A. Marcinek, S. Chlopicki,

A. Sikora, Characterization of fluorescein-based monoboronate probe and its application to
the detection of peroxynitrite in endothelial cells treated with doxorubicin, Chem. Res.

Toxicol. 29 (2016) 735-46. IF,016 = 3.278, my contribution = 40%, number of citations: 13

My contribution to this paper consisted of paper concept, design of most of the experiments,

interpretation and discussion of the results, edition of manuscript and funding acquisition.

H7. D. Debski, R. Smulik, J. Zielonka, B. Michalowski, M. Jakubowska, K. Debowska, J.
Adamus, A. Marcinek, B. Kalyanaraman, A. Sikora, Mechanism of oxidative conversion of
Amplex® Red to resorufin: Pulse radiolysis and enzymatic studies, Free Radic. Biol. Med. 95

(2016) 323—-32. IFy016 = 5.606, my contribution = 40%, number of citations: 24

My contribution to this paper consisted of paper concept, design of most of the experiments,
involvement in the pulse radiolysis kinetic experiments on the reactivity of Amplex Red® probe
towards selected one-electron oxidants, interpretation and discussion of the results, edition of

manuscript and funding acquisition.

H8. R. Smulik-lzydorczyk, A. Mesjasz, A. Gerbich, J. Adamus, R. Michalski, A. Sikora, A kinetic
study on the reactivity of azanone (HNO) toward its selected scavengers: Insight into its
chemistry and detection, Nitric Oxide 69 (2017) 61—-68. IFy917 = 4.367, my contribution = 40%,

number of citations: 3
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My contribution to this paper consisted of paper concept, design of most of the experiments,

interpretation and discussion of the results, edition of manuscript and funding acquisition.

H9. J. Zielonka, J. Joseph, A. Sikora, M. Hardy, O. Ouari, J. Vasquez-Vivar, G. Cheng, M. Lopez,
B. Kalyanaraman, Mitochondria-targeted triphenylphosphonium-based compounds:
syntheses, mechanisms of action, and therapeutic and diagnostic applications, Chem. Rev.

117 (2017) 10043-10120. IF3017 = 52.613, my contribution = 20%, number of citations: 79

My contribution to this paper consisted of the preparation of the part of this review
discussing the properties of mitochondria-targeted molecular probes for the detection of
reactive oxygen, nitrogen and sulfur species (except a part on the mitochondria targeted spin

traps) as well as some other, minor parts of the manuscript.

H10. R. Smulik-lzydorczyk, K. Debowska, J. Pieta, R. Michalski, A. Marcinek, A. Sikora,
Fluorescent probes for the detection of nitroxyl (HNO), Free Radic. Biol. Med. 128 (2018) 69—

83. IF17 = 6.020, my contribution = 60%, number of citations: 2

My contribution to this paper consisted of paper concept and the preparation of the major
part of this review discussing the properties of three classes of HNO-reactive probes:
fluorogenic probes constructed from fluorophores covalently linked to copper complexes,
triphenylphosphine-based probes and the probes being esters of fluorescent dyes and

2-mercapto-2-methylpropionic acid. | have also prepared the final version of the manuscript.

H11. R. Smulik-lzydorczyk, M. Rostkowski, A. Gerbich, D. Jarmoc, J. Adamus, A. Leszczynska,
R. Michalski, A. Marcinek, K. Kramkowski, A. Sikora, Decomposition of Piloty's acid derivatives
— Toward the understanding of factors controlling HNO release, Arch. Biochem. Biophys. 661
(2019) 132-144. IF3917 = 3.118, my contribution =40%, number of citations: 0

My contribution to this paper consisted of paper concept, design of most of the experiments,

interpretation and discussion of the results, edition of manuscript and funding acquisition.
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c. Description of the scientific aims and the achievements of the above-mentioned papers

Introduction

The characterization of mechanistic aspects of the reactivity of selected molecular probes
designed for detection of reactive oxygen and nitrogen species, as well as the practical use of
those probes in chemical, enzymatic and biological systems, is the subject of papers selected
for the habilitation thesis.

Over the last 50 years, there has been tremendous progress in the understanding of
chemical reactivity and biological role of reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen
species (RNS), including superoxide radical anion (0,""), hydrogen peroxide (H,0,),
hypohalous acids (HOCI, HOBr), hypothiocyanous acid (HOSCN), nitric oxide ("NO), nitrogen
dioxide (*"NO;) and peroxynitrite (ONOO"). It is widely accepted that generation of those
species is involved in different physiological and pathophysiological processes. Despite the
decades of the studies on the biological role of ROS and RNS, the detection and quantitation
of those species still remains a challenge due to their high reactivity and short lifetime in
biological systems.

In general, detailed characterization of specific products generated from biomolecules
(proteins, DNA, or lipids) in the reactions with different ROS and RNS is required to
understand the biological importance of ROS- and RNS-derived redox processes. This can
provide specific methods of detection of those species but does not provide areal-time
monitoring of their formation in biological systems. The latter is possible with the use of
fluorescent technigues and luminescent molecular probes. [1]

Several ROS- and RNS-sensitive probes, reacting with those species with the formation of
easily detectable and relatively stable products have been developed and the fluorescent or
chemiluminescent probes have become widely used in the studies on the role of ROS and
RNS in physiological and pathophysiological processes. The rational use of those probes
requires, however, a deep understanding of the mechanism of their action. In most cases,
the probe is oxidized to the corresponding fluorescent product. Determination of the probe
reactivity pattern and the reactivity pattern of the primary products of those oxidation
reactions (i.e., probe-derived radicals) is of great importance for understanding of
mechanisms of the oxidative transformation of the probe and proper interpretation of

experimental data obtained with its use. [1, 2]
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Among ROS and RNS mentioned above, peroxynitrite is a biological oxidant of great
interest. [3] Peroxynitrite anion (ONOO~) and peroxynitrous acid (ONOOH), being a Brgnsted
acid-base pair (pK,(ONOOH) = 6.8), [3] are highly reactive species formed in vivo through the
recombination reaction of two biologically important radicals: superoxide radical anion (0,"")
and nitric oxide ("NO). The reaction between those radicals takes place at nearly diffusion-
controlled rate (reaction 1, k;=0.4-1.6 x 10%° M_ls_l) [3] and outcompetes other cellular
routes of *NO and 0,"” consumption (e.g. superoxide dismutases, SODs). There are several

scenarios of pathophysiological peroxynitrite production.

0, + "NO - ONOO" (reaction 1)

Peroxynitrite is a strong one- and two-electron oxidant [E*'(ONOO~, 2H'/°NO,) = 1.4V
and E°'(ONOO7, 2H"/NO,7) = 1.2 V at pH 7). [4] Importantly, peroxynitrite is also a source of
highly oxidizing radicals, which can be formed in fractional yields through a homolytic
cleavage of the 0-O bond of ONOOH (reaction 2, k, = 0.9 s * at pH 7.4 and 37 °C)[5] or via the
reaction of ONOO™ with carbon dioxide (reaction 4, ks=5.8x 10°M™s™, at 37 °C). [6]

Peroxynitrous acid undergoes also isomerization to nitrate anion (reaction 3).

ONOOH — "OH + °NO, (reaction 2)
ONOOH — NO; +H" (reaction 3)
ONOO™ + CO, —» ONOOCO, (reaction 4)
ONOOCO,” — °NO, + CO;"~ (reaction 5)
ONOOCO, — NO3 + CO, (reaction 6)

The unstable nitrosoperoxocarboxylate anion (ONOOCO, ) formed from the reaction
between ONOO™ and CO, (reaction 4) decays to nitrogen dioxide radical ("NO,) and
carbonate radical anion (CO3"") (reaction 5, 1 = 35% of initial ONOOCO;") or to nitrate and
carbon dioxide (reaction 6, n =65% of initial ONOOCO; ). [6] This reaction leads to the
formation of two potent one-electron oxidants — nitrogen dioxide ("NO,) and carbonate
radical anion (CO3™). [7]

For many years most of the strategies for peroxynitrite detection and quantification were
depended on the reaction of probes, being the reduced fluorescent dyes, with peroxynitrite-

derived radicals (CO3"", “NO,, “OH). Such redox probes — dichlorodihydrofluorescein (DCFH)
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and dihydrorhodamine (DHR) yield fluorescent products by afree radical mechanism
(Scheme 1). [8] First of all, detection of ROS and RNS with the use of those probes is
nonspecific. Moreover, in a series of papers on the chemistry of dichlorodihydrofluorescein
and dihydrorhodamine it has been demonstrated that the DCFH- and DHR-derived radicals,
being products of their one-electron oxidation, react with molecular oxygen producing

superoxide. [9, 10]
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Scheme 1. Mechanism of one-electron oxidation of (A) DCFH and (B) DHR probes.

For all those reasons, in the field of redox biology there was an urgent need of probes
that form a characteristic product by reacting rapidly and directly with ONOO~, rather than

with its radical intermediates: “NO, and CO3"".

Description of the scientific aim and the achievements of the listed scientific papers

In the series of papers selected for the basis of the habilitation thesis | have focused on
the mechanisms of oxidative transformation of boronic acids and boronate-based
fluorogenic probes, as well as Amplex Red, in the context of their application for the
detection of hydrogen peroxide and peroxynitrite. The other part of my scientific
investigations presented here is focused on the use of boronate-based fluorogenic probes in
the studies on azanone (HNO) reactivity.

In the [H1] paper, we have studied the kinetics and mechanism of the oxidation of

selected boronate compounds by hydrogen peroxide, hypochlorous acid and peroxynitrite at
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pH 7.4. In the middle of the first decade of XXI century, a new class of fluorogenic probes for
detection of hydrogen peroxide in biological systems has been developed, based on the
oxidation of boronate derivatives of fluorescent dyes. The first fluorogenic boronate probe
designed for H,0, detection was p-dihydroxyborylbenzyloxycarbonyl derivative of 7-amino-4-
methylcoumarin. Upon reaction with H,0, the fluorescent aminocoumarin reporter is
released (Scheme 2A). [11] In 2004, Chang et al. described the synthesis and properties of
a diboronate derivative of fluorescein Peroxyfluor-1 (PF1) (Scheme 2B). [12] Upon reaction
with hydrogen peroxide, those weakly fluorescent boronates are converted to strongly

fluorescent products.
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Scheme 2. Reaction of H,0, with fluorogenic boronate probes: (A) p-dihydroxyborylbenzyloxycarbonyl
derivative of 7-amino-4-methylcoumarin, (B) diboronate derivative of fluorescein Peroxyfluor-1

(PF1).

However, the analysis of the scientific literature on the chemical reactivity of boronic
acids and boronate esters towards different oxidants indicated, that those compounds can
be also oxidized to the corresponding phenols by other oxidants, e.g. the oxidation of
phenylboronic acids by hypochlorite and hypobromite anions has been reported in the
literature in 1962. [13] It was conceivable that several ROS and RNS possessing peroxide

group may also react with boronates at physiological pH. For that reason, we have decided to



test those compounds as potential molecular probes for the detection of peroxynitrite and
compare their reactivity towards H,0,, OCI" and ONOO".

Alkyl- or arylboronates are organic compounds possessing a trivalent boron atom that has an
alkyl or aryl substituent and two hydroxyl or ester groups. They are mild organic Lewis acids
that can easily coordinate nucleophilic species. The pK; value for most of arylboronic acids is
in the range from 7 to 9, depending on the organic substituent. [14] Nucleophilic addition of
peroxides to electron-deficient boronate functional group is afacile reaction and this
property makes them effective probes for ROS and RNS detection in biological systems. Over
80 years ago, it was reported that H,0, reacts with boronate compounds in alkaline solution
with the formation of the corresponding phenols. [15]

In the [H1] study, we have shown that peroxynitrite reacts directly and rapidly with
boronic compounds yielding the corresponding hydroxyl derivatives (phenols or alcohols) as
final products. We have measured the second-order rate constants for the reaction of
boronate compounds with ONOO~, hypochlorous acid (HOCI), and hydrogen peroxide and we
found that ONOO™ reacts with boronic acids at pH 7.4 nearly amillion times faster
(k ~10° M7*s™) than does H,0, (k~1M™s™) and over 100 times faster than does HOCI
(k ~10* M~*s™Y). That high reactivity of boronic compounds toward peroxynitrite, compared
with other oxidants studied, makes them attractive candidates as potential probes for
imaging of cellular ONOO™. From product analyses and substrate consumption studies, we
concluded that boronates react with peroxynitrite with a 1:1 stoichiometry, yielding the
corresponding phenols as a major product (n = 80-85%) and possibly free radical transient
species and radical derived minor products (n = 15-20%). Both, HOCI and H,0, react also
stoichiometrically with boronates yielding the corresponding phenols (n ~100%). We
proposed a general mechanism of those reactions in which the oxidation occurs with the
formation of the ONOO", OCI" or HOO adduct to the boronic functional group, which
subsequently decomposes forming the phenolic product (Scheme 3).

The differences in the observed second-order rate constants for boronate oxidation by
hydrogen peroxide, hypochlorous acid and peroxynitrite may be partially explained when
taking into account the pK,'s of H,0, (11.7), HOCI (7.47) and ONOOH (6.7). At physiological
pH (~ 7.4), the percentage of anions directly reacting with boronates is 0.005, 46 and 83% for

hydrogen peroxide, hypochlorous acid and peroxynitrite, respectively.
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Scheme 3. Proposed mechanism of oxidation of boronic acids by hydrogen peroxide, hypochlorite and

peroxynitrite.

We have also shown, that nitric oxide and superoxide together (forming peroxynitrite),
but not alone, can oxidatively transform boronates into phenolic products. We also verified
that nitrogen dioxide alone does not oxidize boronates to phenols.

We observed a nearly 100% conversion of the boronate to the corresponding phenolic
product in the oxidation reactions with H,0, and HOCI. We did not observe any additional
products in the reaction with H,0,, but higher concentrations of hypochlorous acid caused
a rapid decrease in the observed yield of phenol, and we attributed that to the formation of
the corresponding chlorinated product formed in the reaction of phenol with HOCL. In the
case of peroxynitrite, the observed yield of the phenolic product was about 85%.

As the published reports on the reaction between ONOO™ and carbonyl compounds or
carbon dioxide indicate that the peroxynitrite adducts decompose on two pathways —
nonradical and radical, [16, 17] we proposed that asimilar radical-mediated minor
decomposition pathway occurs for the adduct of ONOO™ anion to the boronic acid. That
radical minor pathway of the boronates oxidation by peroxynitrite was described by us in
details in the [H3] paper.

We concluded that the proposed mechanism of boronates reaction with ONOO~, OCI,
and H,0; should be quite general and could be applicable to many other boronates, including
boronate-based profluorescent probes described already in the literature as selective probes

for H,0,. Taking into account the rapid electrophilic reactions of HOCI with endogenous
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amines and thiols, it is rather unlikely that the boronate-based probes can effectively
compete for HOCI in the cellular systems. We suggested, that the results from our study may
be helpful in developing a novel class of fluorescent probes for the detection and imaging of
ONOO' in cellular and cell-free systems. The rapid and direct reaction between boronates
and peroxynitrite, compared to hydrogen peroxide, makes them ideal candidates for
fluorescent probes for peroxynitrite detection.

We also showed that nitrogen dioxide radical, formed from myeloperoxidase/H,0,-
catalyzed oxidation of NO, anion, does not oxidize boronic acids to corresponding phenols,
and therefore boronates can be used to unambiguously identify the species (ONOO™ or "NO,)
responsible for the nitration of protein tyrosyl residues under nitrative stress conditions.

In the next paper ([H2]) we described the properties and chemical reactivity of coumarin-
7-boronic acid (CBA). We showed that CBA reacts rapidly and stoichiometrically with
peroxynitrite yielding fluorescent 7-hydroxycoumarin (COH) as the major product (1 = 81%).
The observed reactivity of CBA towards ONOO™ was similar to what had been published by us
for simple arylboronates ([H1]). Using the stopped-flow kinetic technique, we determined
the second-order rate constant for the reaction of CBA with ONOO™ to be equal to
1.1 x 10° Ms™. Due to that high reactivity, the boronate probe CBA can effectively compete
with the self-decomposition of peroxynitrite at neutral pH, even when present at low
micromolar concentrations.

We showed that the CBA probe can efficiently scavenge ONOO™ added as a bolus or
formed from co-generated nitric oxide and superoxide radical anion, allowing for real-time
monitoring of peroxynitrite formation. In our study on the detection of peroxynitrite formed
from co-generated ‘NO and 0, we also tested the effects of SOD (catalyzing superoxide
dismutation to H,0, and 0,) and catalase (catalyzing H,0, decomposition to O, and H,0) on
the yield of COH formation. We demonstrated the lack of a complete inhibition of CBA
oxidation to COH by SOD, even in the presence of catalase. This observation can be explained
by the competition between “NO and SOD for 0,"”. We confirmed that explanation by the
kinetic simulations of the inhibitory effects of SOD, done with the use of the Kintecus
simulation software. The SOD-dependent degree of inhibition of CBA oxidation in the nitric
oxide/superoxide generating system, was the same as the one observed experimentally.

Quantitative product analyses and substrate consumption data, presented in our studies

[H1] and [H2], indicated that both H,0, and HOCI react with boronates directly and
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stoichiometrically, yielding asingle major phenolic product at close to 100% vyield. In
contrast, ONOO™ reacted stoichiometrically with boronates, yielding the corresponding
phenols as major products, but with the yield about 80—-90%. The formation of other, minor
products strongly suggested the involvement of the second, free radical pathway of
peroxynitrite reaction with boronates, leading to the formation of phenoxyl, phenyl, and
nitrogen dioxide radicals. In the [H3] paper, we investigated in detail that minor, free radical
pathway of boronic acids reaction with ONOO™.

We used the electron paramagnetic resonance spin-trapping technique to characterize the
free radical transient species formed in the reaction between boronates and peroxynitrite.
Using two different spin traps: 2-methyl-2-nitrosopropane (MNP) and 5-diethoxyphosphoryl-
5-methyl-1-pyrroline-N-oxide (DEPMPO), we trapped and detected phenyl radicals formed in
the studied reaction. Although we were not able to trap and detect phenoxyl radicals (PhO®),
the positive effects of molecular oxygen, and inhibitory effects of hydrogen atom donors (e.g.
2-propanol) and radical scavengers (NADH, GSH, ascorbic acid) on the formation of phenoxyl
radical-derived nitrated products, suggested that the PhO® radical is formed as the secondary
transient radical species. We also observed that the EPR signal intensities of radical adducts
formed from trapping of the phenyl radicals increased with the maximum yield occurring at
1:1 ratio between the boronate and peroxynitrite. Spin-trapping experiments with aryl
boronates and hydrogen peroxide did not show formation of any radical intermediates, in
agreement with the proposal that in the reaction with H,0, boronate is converted to phenol
with 100% yield in a two-electron oxidation process.

Based on those observations, we proposed the mechanism of boronate oxidation by
peroxynitrite (Scheme 4). The initial step of the oxidation reaction is the nucleophilic addition
of peroxynitrite anion to the electrophilic boron atom of boronate moiety in PhB(OH),. The
anionic intermediate PhB(OH),O00NO™ undergoes both heterolytic (major pathway) and
homolytic (minor pathway) cleavage of the 0-O bond to form phenol and nitrite as the major
products or the transient products of radical nature: PhB(OH),0"" radical anion and *NO; (as
the minor products). The phenyl radical (Ph®) can be subsequently formed via the
fragmentation of the PhB(OH),0" radical anion or its protonated form PhB(OH);". The latter
can be regarded as an adduct of the phenyl radical Ph® to boric acid B(OH); and is expected
to be extremely unstable. According to the DFT quantum mechanical calculations, performed

by us, the dissociation of that PhB(OH);" radical is barrierless, whereas the computed energy
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barrier for the fragmentation of PhB(OH),0°" radical anion leading to the formation of
phenyl radical is very low (3—4 kcal/mol). The results of our DFT calculations strongly
suggested fast and spontaneous dissociation of PhB(OH),0°" radical anion or PhB(OH);"
radical. Phenyl radical Ph* formed via the homolytic cleavage of the peroxide 0-O bond in the
peroxynitrite/boronate adduct PhB(OH),O0ONO™ and subsequent fragmentation of
PhB(OH),0° radical anion can undergo a rapid reaction with molecular oxygen, generating
a highly oxidizing phenylperoxyl radical PhOO®. Phenylperoxyl radicals PhOO® can react with

phenols, forming phenoxyl radicals PhO® and products derived from them.
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Scheme 4. Mechanism of peroxynitrite reaction with phenylboronic acids.
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We also proposed that the peroxynitrite-specific products formation profile of boronate
oxidation, being a “peroxynitrite fingerprint”, may be used in chemical, enzymatic and
cellular systems to confirm the formation of peroxynitrite, as other oxidants — H,0, and HOCI
— do not react with boronates with the formation free radical intermediates.

In the [H4] paper we reported the characterization of mitochondria-targeted molecular
probes, being simple and isomeric boronic acids covalently attached to positively charged

triphenylphosphonium group.
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Mitochondria are considered as one of the major sources and targets of reactive oxygen
and reactive nitrogen species within the cells. Superoxide radical anion, being a product of
one-electron reduction of molecular oxygen, was proposed as a byproduct of mitochondrial
respiration. This primary mitochondrial ROS can undergo dismutation to H,0;
(spontaneously or in reaction catalyzed by SOD) or react with nitric oxide to form
peroxynitrite. ONOO™ formation inside mitochondria is very likely to occur, as ‘NO can
diffuse easily into mitochondria.

First mitochondria-targeted boronate-based probe MitoPY1l was reported in the
literature in 2008 by Chang et al. [18] It was a weakly fluorescent boronate derivative of
a hybrid fluorescein/rhodamine dye linked to a triphenylphosphonium group, responsible for
the targeting of the probe to mitochondria.

The other mitochondria-targeted boronate-based molecular probe, (3-borono-
benzyl)triphenylphosphonium bromide, called MitoB, was proposed by Murphy et al. in 2011
for in vivo measurements of mitochondrial hydrogen peroxide production in Drosophila.
[19, 20] After administration to Drosophila, MitoB accumulated within mitochondria, where
it was oxidized to the phenolic product (3-hydroxybenzyl)triphenylphosphonium (MitoP).
The extent of MitoB oxidation was expressed as aratio of MitoP/MitoB to correct for
changes in the probe distribution.

In the [H4] study, we investigated the reaction of peroxynitrite with MitoB (m-MitoPhB(OH),)
or its isomers (o-MitoPhB(OH), and p-MitoPhB(OH),) to determine the influence of

a proximity of bulky triphenylphosphonium group on the reaction kinetics and mechanism.
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{MitoB)

Figure 1. Structures of cations of isomeric ortho-, meta- and para-MitoPhB(OH), probes.

We synthesized three isomeric mitochondria-targeted arylboronate probes:
p-MitoPhB(OH),, m-MitoPhB(OH), (MitoB) and o-MitoPhB(OH),,(Figure 1) as well as the
expected minor products of their reaction with peroxynitrite: MitoPh, and o-, m-, and

p-MitoPhNO,.
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Using a competition kinetic method and pulse radiolysis technique for ONOO™
generation, we showed that MitoB (m-MitoPhB(OH),) and its para- and ortho- isomers react
rapidly with peroxynitrite. We determined the rate constants values of the reaction of
peroxynitrite with MitoPhB(OH), isomers at pH 7.4 to be equal to (3.5+0.5)x 107,
(1.0 £0.1) x 10°, and (1.0 £ 0.1) x 10° M*s™* for ortho, meta, and para isomers, respectively.
We also determined, that all studied isomers react with peroxynitrite with the formation of
additional, minor products via the radical pathway described previously ([H3]).

We used the electron paramagnetic resonance spin-trapping technique to characterize
the phenyl radicals formed in the reaction of MitoPhB(OH), isomers with ONOO™. The results
from the EPR spin-trapping experiments showed that m-MitoPh® and p-MitoPh® radicals
formed from the reaction between ONOO™ and m-MitoPhB(OH), or p-MitoPhB(OH), could
be trapped with 2-methyl-2-nitrosopropane (MNP) and DEPMPO spin traps to give
characteristic EPR spectra of the corresponding phenyl radical adducts. Results from that
investigation unequivocally confirmed the formation of a phenyl radical intermediates from
meta and para isomers, but not from the ortho isomer.

We also investigated the products formation profiles of the reactions of ONOO™ with
MitoPhB(OH), isomers in the presence of phenyl radical scavenger 2-propanol. The
performed HPLC analyses showed that the major products of MitoPhB(OH), oxidation by
peroxynitrite, in the case of all three isomers, are the corresponding phenols (~ 90% vyield).
Interestingly the relative yields of the minor products formed in the reaction of peroxynitrite
with MitoPhB(OH), are different. We showed, that with para and meta isomers, the
dominant minor product formed from the radical pathway in the presence of 10% 2-PrOH,
being an effective phenyl radical scavenger, is MitoPh, which is formed by a hydrogen atom
abstraction from 2-PrOH by MitoPh° radicals. With the ortho isomer, the yield of MitoPh is
much lower.

The performed DFT quantum mechanical calculations indicated that the energy barrier
for the fragmentation of the o-MitoPhB(OH),0° radical anion is significantly lower than that
of m-MitoPhB(OH),0°" and p-MitoPhB(OH),0°" radical anions.

In the [H4] paper, we proposed a rapid fragmentation of the o-MitoPhB(OH),0"" radical
anion with subsequent reaction of the resulting phenyl radical with “NO; in the solvent cage.
Our further, detailed investigation of the products formed in the reaction the ortho- isomer

and peroxynitrite (presented in the [B13] paper), performed with the use of LC-MS/MS
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system, showed that the transient phenyl radical o-MitoPh® undergoes rapid intramolecular
cyclization to form a peroxynitrite-specific cyclo-o-MitoPh product (9,10-dihydro-9,9-
diphenyl-9-phosphoniaphenanthrene) (Scheme 5). The determined yields of the minor,
peroxynitrite-specific products: cyclo-o-MitoPh and o-MitoPhNO, formed from the reaction
of o-MitoPhB(OH), reaction with peroxynitrite are equal to 10.5+0.5% and 0.5 +0.1%,

respectively.
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Scheme 5. Mechanism of the reaction of o-MitoPhB(OH), with peroxynitrite.

We also showed, that the formation of oxidizing and nitrating radicals formed from the
reaction between peroxynitrite and ortho isomer is minimal, which leads e.g. to an effective
attenuation of peroxynitrite-derived tyrosine nitration.

As with simple arylboronates, the adduct of peroxynitrite to the electrophilic boron atom
of boronate moiety decays on two pathways: via heterolytic cleavage of the O-0 bond (the

major pathway) leading to the formation of the corresponding phenol and NO;, and via
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homolytic cleavage of the 0O-O bond (minor pathway) resulting in the formation of
the radical anion, MitoPhB(OH),0"", and nitrogen dioxide.

Quantitation of the peroxynitrite-derived oxidation products formed from MitoPhB(OH),
isomers also allowed us to get insight into relative kinetics of the nonradical and radical
pathways. The ratio of the rate constants of the radical and nonradical pathway k;aga/knonrad
can be estimated from the plot of sum of the minor products versus the amount of major
product. The determined values of those ratios are equal to these ratios equal 0.1, 0.1, and
0.07 for ortho, meta, and para isomers, respectively.

In the next paper [H5], we focused on the investigation of the chemical identity of the
product of the reaction of HNO with molecular oxygen in aqueous solutions at physiological
pH. HNO, commonly known as nitroxyl (IUPAC recommended name: azanone), formally is
the protonated product of one-electron reduction of nitric oxide. This reactive, small
triatomic molecule remains an enigmatic reactive nitrogen species, and its chemical
reactivity and biological activity are still not completely understood.

The ground state of azanone is a singlet, but its anion (NO™), similarly to the isoelectronic
diatomic oxygen molecule, has the triplet ground state. HNO is a very weak acid (pK, ~ 11.4),
[21] and its deprotonation, as a spin-forbidden reaction is a rather slow process: the rate
constant of the reaction of HNO with OH™ anions is equal to 4.9 x 10* M™s™. [21].

One of the most interesting aspects of azanone (HNO/NO™) chemistry was its reaction with
molecular oxygen. It has been reported in the literature that NO™ anion reacts rapidly with

molecular oxygen (k = 2.7 x 10° MsY) [21] forming peroxynitrite (reaction 7). [21, 22]
NO™ + O, - ONOO™ (reaction 7)

Despite numerous studies on the reaction of HNO with molecular oxygen, the chemical
identity of the oxidant that is formed in the reaction has not been unequivocally established.
[23-25] The possibility of peroxynitrite formation from the reaction between azanone and
molecular oxygen at physiological pH has been questioned. [23, 25] This was, in part, due to
the lack of appropriate chemical probes that would directly react with peroxynitrite with the
formation of peroxynitrite-specific products. In the [H5] paper we presented unambiguous
evidence for peroxynitrite formation in the process of HNO oxidation by molecular oxygen.
For that purpose, we applied the recently developed assays for specific detection and
guantification of peroxynitrite.
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We have detected and quantified peroxynitrite formed in aerated aqueous solutions of
Angeli’s salt, an azanone donor. For that purpose, we used the fluorogenic boronate probe
CBA (characterized previously in paper [H2]) and we showed that in addition to the major
phenolic product 7-hydroxycoumarin (COH), there is also the formation of peroxynitrite-
specific minor products coumarin (CH) and 7-nitrocoumarin (CNO,).

Next, we used the competition kinetics method and aset of azanone scavengers of
known reactivity to determine the value of the second order rate constant of the HNO
reaction with O,. The rate constant for the reaction of azanone with molecular oxygen was
determined to be equal to (1.8 +0.3) x 10° M's* at pH 7.4. This value is two times higher
than previously reported by Liochev and Fridovich (k = 8 x 10° M™s™) [26] and approximately
five times higher than the value proposed by Miranda et al. (k = 3 x 10° M's™). [27]

While the main achievement of this paper was the identification of the chemical nature
of the oxidizing species formed in the reaction of HNO with O, we also reported
the development of a simple kinetic method for the studies on the chemical reactivity
of azanone. In the paper discussed here, we used this methodology to study the reactivity
of HNO towards selected thiols of possible biological and/or pharmacological relevance.
We determined the values of the rate constants of the reactions of HNO with cysteine
[(4.5 +0.9) x10° M's™], glutathione [(3.1 + 0.6) x10° M*s™], dithiothreitol [(2.8+0.7)x10°M™s™],
N-acetylcysteine [(1.4 £0.3) x10° Ms!], captopril [(0.6+0.1) x10° Ms], bovine and
human serum albumins [(1.4 + 0.4) x10° M*s™], and HS™ [(1.2 + 0.3) x10° M*s™].

Based on those results we concluded that it is very unlikely that HNO would react with O,
in the intracellular milieu, because of the high content of reduced thiols (both low-molecular
and proteins) and relatively low concentration of molecular oxygen.

Paper [H6] focused on the characterization of a fluorescein-based monoboronate probe,
a 4-(pinacol boronate)benzyl derivative of fluorescein methyl ester (FBBE). The mechanism

of its oxidation is presented at scheme 6.
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Scheme 6. Mechanism of oxidative transformation of FBBE probe in the reaction with hydrogen peroxide, OCI
and peroxynitrite.

We studied the reactivity of FBBE fluorogenic probe toward peroxynitrite as well
hypochlorite, hydrogen peroxide, and tyrosyl hydroperoxide. We determined the second-
order rate constants of the reactions of FBBE with peroxynitrite, HOCI, and H,0, at pH 7.4 to
be equal to (2.840.2)x10°M7%s™?, (8.6+0.5)x10°M™s?, and (0.96+0.03) M s,
respectively.

We also studied the effect of glutathione (GSH) on the oxidative conversion of FBBE by
different ROS and RNS. We showed, that the presence of glutathione completely blocks the
oxidation of the probe by HOCI and significantly inhibits its oxidation by H,0, and tyrosyl
hydroperoxide but not by peroxynitrite. We concluded, that the selectivity of FBBE and other
boronate probes toward ONOO™ should be increased in cellular milieu due to the presence of
glutathione and other thiols, which effectively scavenge hydrogen peroxide and other
hydroperoxides.

As a proof of the concept of the usefulness of the FBBE fluorogenic probe for the
detection of peroxynitrite in biological systems, we analyzed FBBE oxidation in Ea.hy926
endothelial cells stimulated to produce ROS and/or RNS using doxorubicin. We showed that
the incubation of Ea.hy926 endothelial cells with doxorubicin led to FBBE oxidative
transformation resulting in the increase in green fluorescence, which was inhibited by
L-NAME and by PEG-SOD but not by PEG-catalase. This was consistent with doxorubicin-
induced peroxynitrite production.

In the paper [H7] we investigated the mechanism of one-electron oxidation of Amplex
Red (10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine) and we presented the spectroscopic
characterization of transient species formed upon its one-electron oxidation. Amplex Red is

a colorless and non-fluorescent compound being a fluorogenic probe widely used for the
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detection and quantitation of hydrogen peroxide. The assay is based on horseradish

peroxidase-catalyzed oxidation of Amplex Red to fluorescent resorufin (Scheme 7).
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Scheme 7. Oxidative transformation of Amplex Red.

Peroxidase-catalyzed oxidation of Amplex Red by hydrogen peroxide is a gold standard
for measurements of H,0, formation in cell-free systems, and it also allows the quantitation
of H,0, released from cells into the extracellular medium. While it has been used as a basis
for specific assay for measurements of extracellular H0, production for almost two decades,
the mechanism of the oxidative conversion of Amplex Red to resorufin has not been
reported and the selectivity was typically assumed based on the specificity of peroxidase
to hydrogen peroxide, rather than determined experimentally. The aim of our study was
to explore the mechanism of Amplex Red oxidation, assuming the involvement of one-
electron oxidation of the probe in the HRP/H,0;, system and to test the selectivity of the
assay. One-electron oxidation of Amplex Red has been studied with the use of a pulse
radiolysis technique.

We characterized two transient species formed during the conversion of Amplex Red into
resorufin and determined the reactivity of the probe toward selected one-electron oxidants.
The results of our study indicated that one-electron oxidation of Amplex Red leads to the
formation of resorufin as a final product, through the spontaneous disproportionation
of Amplex Red-derived radical species with subsequent hydrolysis of the transient

N-acetylresorufin (Scheme 8).
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Scheme 8. Proposed mechanism of Amplex Red oxidative transformation upon one-electron oxidation.
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We showed that carbonate radical anion (CO3’"), being peroxynitrite-derived strong one-
electron oxidant, can oxidize Amplex Red with high second-order rate constant
[k=(7.6+0.3)10* M s, at pH 10.3]. We also determined the reactivity of Amplex Red
toward azidyl radical (Ns°) at pH 7.2 [k = 2.1 x 10° M's™]. As the reduction potential of Ns°
is 0.3 V lower than of CO5;", we hypothesized that CO3"™ also is also able to effectively oxidize
the probe at physiological pH. We estimated the value of one-electron reduction potential
of Amplex Red radical to be equal to 1.14 V.

In the [H7] paper we also demonstrated, that peroxynitrite is able to oxidize Amplex Red
to resorufin, via the formation of transient radicals, or in the reaction catalyzed
by horseradish peroxidase. This observation was consistent with the several scientific papers
reporting HRP-catalyzed oxidation of phenolic compounds by peroxynitrite and with our
previous observations on Amplex Red oxidation by co-generated fluxes of nitric oxide and
superoxide in the presence and absence of HRP (paper [B8]).

The main practical conclusion of this investigation is that the results obtained with
Amplex Red/H,0,/HRP assay may overestimate the amount of hydrogen peroxide
if peroxynitrite is also produced in the investigated system. We postulated, that the proper
identification of the oxidant requires additional controls with the use of appropriate
scavengers e.g. catalase for H,0, and boronate for ONOO™ to establish the contribution
of both oxidants to the total signal detected.

We also tested the effects of glutathione on the yield of resorufin in HRP-catalyzed
oxidation of Amplex Red by hydrogen peroxide, and observed concentration-dependent
inhibition of resorufin formation. We showed that the combination of CBA fluorogenic probe
with Amplex Red and HRP can be used for simultaneous determination of the amounts
of hydrogen peroxide and peroxynitrite.

The [H8] paper is a kinetic study on the reactivity of azanone (HNO) toward selected
scavengers. In this study, we applied the competition kinetics method, developed and
described in the [H5] paper, to determine the rate constants for the reactions of HNO with
its selected scavengers. The kinetic method applied is based on two parallel HNO reactions:
one with the studied scavenger and the other with molecular oxygen [k=(1.8+0.3)x10*M™s™],
leading to the formation of peroxynitrite, that was detected fluorometrically with the use
of fluorogenic boronate probe PC1. In this study we used two HNO donors — Angeli’s salt and

2-bromo-N-hydroxybenzenesulfonamide (2-bromo substituted Piloty’s acid, 2-BrPA)
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to generate azanone. A reaction model illustrating the competition kinetic method is

presented in Scheme 9.

o o OH
o . 1
HNO donor ——= HNO —2—= ONOO e g \Kj:\ D/
N

HNO scavenger
Resorufin

Products

Scheme 9. Reaction model used for the determination of the rate constants of HNO reactions with its
scavengers.

Although during the last twenty years there has been tremendous progress
in understanding azanone chemistry and chemical biology, HNO remains the most elusive
reactive nitrogen species and the kinetics of its reactions is largely unexplored, mainly due
to the lack of appropriate kinetic methods. In the [H8] paper we reported the second order
rate constants for the reactions of HNO with nitrite (k=(5.0+0.9)x 10° M*s™),
hydroxylamine (k =(2.1+0.4) x 10* Ms™), sulfite (k=(1.2+0.2) x10° M's™), thiosulfate
(k=(2.2+0.7) x 10* Ms™, benzenesulfinate (k=(4.4+£0.9) x 10° M*s™),
2-bromobenzenesulfinate (k=(5.0+1.2) x 10° M*s™), S-nitrosoglutathione
(k=(2.440.7)x 10" M's?), nitrosobenzene (k>1.5x10° M's?), 2-nitroso-1-naphthol
(k=(1.0£0.2) x 10° M™s™), triphenylphosphine (k> 7.3 x10° Ms™), triphenylphosphine-
3,3’,3”-trisulfonate (k= (3.0 £0.5) x 10° M7sh), tris-carboxyethylphosphine
(k=(1.2403)x10° M7s?), atriphenylphosphine-based P-CM fluorogenic  probe
(k>1.2x10" Ms?), the TEMPO-9-AC fluorogenic probe (k=(9+2)x10* M?'s?) and
4-acetamido-TEMPO (k = (8 £ 2) x 10* M*s™).

The results of our kinetic studies confirmed that C-nitroso compounds and phosphine-
based probes can be successfully used for HNO detection in simple chemical or enzymatic
systems. However, in cells, thiols are likely to be the main target of azanone, due to their
relatively high intracellular concentrations and the high values of the rate constants [H5].

The paper [H9] is areview article summarizing the synthetic chemistry strategies
to target compounds to mitochondria, describing reported mitochondrial probes and

sensors, and presenting examples of mitochondria-targeted bioactive compounds.
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Mitochondria are recognized as one of the most important targets for new drug design
in cancer, cardiovascular, and neurological diseases, as well as one of the major sources and
targets of reactive oxygen and nitrogen species within cells. In this Review, we summarized
reported studies on targeting small-molecule compounds to mitochondria for probing and
modulating mitochondria functions. We discussed the physicochemical basis for
mitochondrial accumulation of lipophilic cations, used synthetic strategies, mitochondrial
probes, and sensors, and examples of mitochondrial targeting of bioactive compounds.
We also presented review of reported attempts to apply mitochondria-targeted agents for
the treatment of cancer and neurodegenerative diseases.

The paper [H10] is a review article prepared for the special issue of Free Radical Biology
and Medicine journal entitled Current fluorescence and chemiluminescence approaches
in free radical and redox biology. In this review, we summarized and discussed the properties
and chemical mechanisms of action of fluorescent probes that can be used for HNO
detection.

Despite more than decade of extensive studies on the development of the methodologies
of HNO detection, it still remains the most elusive reactive nitrogen species, and its selective
detection remains a challenge. Over the last years, there has been areal progress in the
development of low-molecular-weight fluorogenic probes for the detection of HNO, and
therefore, in this review, we focused on the challenges, limitations and perspectives
on azanone detection based on the use of such probes.

The paper [H11] is a kinetic study on HNO liberation from Piloty's acid derivatives. In this
study we used an indirect method of azanone detection, based on the peroxynitrite
guantitation, that is formed in the reaction of HNO with molecular oxygen. We have
characterized the kinetics of the decomposition of three ortho-substituted derivatives of
Piloty's acid: 2-bromo-, 2-chloro- and 2-trifluoromethyl-N-hydroxybenzenesulfonamide
(2-BrPA, 2-CIPA, and 2-CFsPA). We have shown, that the decomposition of those HNO
donors highly depends on pH of the solution. We have also determined the activation
energies of azanone liberation from HNO donors studied and the determined values are
equal to 98 + 3,96 + 1 and 88 * 2 ki/mol for 2-CIPA, 2-BrPA and 2-CF3PA, respectively.

To enhance the solubility of 2-BrPA in water, we prepared the complex of this donor with
sodium salt of B-cyclodextrin sulfobutyl ethers-ethyl ethers. We have shown that the kinetics

of HNO release from such complex is very similar to the kinetics of HNO release from 2-BrPA.
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In the [H11] paper, we have also presented results from quantum mechanical calculations,
performed to characterize the transition states for HNO release from the studied
N-hydroxybenzenesulfonamide anions. With the use of confocal microscopy we have also
studied in vivo antithrombotic activity of two diffent HNO donors with similar kinetics of

HNO release: 2-BrPA and Angeli’s salt.
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1. Biological chemistry of nitroxyl (HNO) — the most elusive reactive nitrogen species —
Renata Smulik-lzydorczyk, Angelika Gerbich, Jacek Zielonka, Jakub Pieta, Jan Adamus,
Radostaw Michalski, Balaraman Kalyanaraman, Adam Sikora — scientific seminar
“Signaling Molecules and Biological Oxidants — Chemistry, Detection and Redox Biology”,

Konopnica, Poland, 2018 — lecture

2. A kinetic study on the reactivity of azanone (HNO) toward its selected scavengers — Adam
Sikora, Renata Smulik-lzydorczyk, Angelika Gerbich, Jan Adamus, Radostaw Michalski —
The 9th PULS Conference on Pulse Investigations in Chemistry, Physics, and Biology, Lodz,
Poland, 2018 — poster

3. Oxidation of the selected probes for detection of reactive oxygen species (ROS) and
reactive nitrogen species (RNS) in aqueous solutions of nitric oxide donors — Karolina
Debowska, Renata Smulik-lzydorczyk, Jakub Pieta, Jan Adamus, Radostaw Michalski,
Adam Sikora — The 19th biennial meeting for the Society for Free Radical Research

International (SFRRI), Lisbon, Portugal, 2018 — poster

4. Kinetic and quantum-mechanical study on the decomposition of Piloty’s acid derivatives —
toward the understanding of factors controlling HNO release — Adam Sikora, Renata
Smulik-Izydorczyk, Angelika Gerbich, Michat Rostkowski, Jan Adamus, Jakub Pieta,

Karolina Debowska, Radostaw Michalski, Andrzej Marcinek, Dominika Jarmoc, Agnieszka

95



10.

11.

Leszczynska, Karol Kramkowski — Gordon Research Conference “Oxygen Radicals”,

Ventura, CA, USA, 2018 — lecture

Azanon (HNO) - chemistry, biological chemistry and detection of the mysterious reactive
nitrogen species — Adam Sikora — seminar at the Institute of Organic Chemistry, Lodz

University of Technology, Lodz, Poland, 2017 — invited lecture

N,N,N’,N’-tetramethylhydroethidine (TMHE) — in search for novel probes for the detection
of superoxide radical anion — Adam Sikora, Radostaw Michalski, Adrianna Mesjasz, Micael
Hardy, Olivier Ouari, Jacek Zielonka, Balaraman Kalyanaraman — SFRBM's 24th Annual

Meeting, Baltimore, Maryland, USA, 2017 — poster

The chemistry and chemical biology of HNO — a kinetic study on the reactivity of HNO
toward its selected scavengers — Renata Smulik-lzydorczyk, Adrianna Mesjasz, Angelika
Gerbich, Jan Adamus, Radostaw Michalski, Adam Sikora — 25th Krakow Conference on

Endothelium, 2017, Krakow, Poland, 2017 — poster

Nitroxyl (HNO) — Chemistry, biology, and detection of the most elusive reactive nitrogen
species — Adam Sikora — Second Adriatic Symposium on Biophysical Approaches in

Biomedical Studies, Split, Croatia, 2017 — invited lecture

Nitroxyl (HNO) — chemistry, biology and detection — Renata Smulik-lzydorczyk, Adrianna
Mesjasz, Angelika Gerbich, Jacek Zielonka, Karolina Debowska, Radostaw Michalski, Jakub
Pieta, Jan Adamus, Balaraman Kalyanaraman, Adam Sikora — EMBO Conference on Redox

Biology, Moscow — Saint Petersburg, Russia, 2017 — poster

The pulse radiolytic study of one-electron oxidation of hydroethidine, the probe for the
detection of superoxide radical anion — Adam Sikora, Bartosz Michatowski, Radostaw
Michalski, Micael Hardy, Olivier Ouari, Jan Adamus, Andrzej Marcinek, Jacek Zielonka,
Balaraman Kalyanaraman — 5th International Conference on Radiation and Applications in

Various Fields of Research, Budva, Montenegro, 2017 — poster

N,N,N’,N’-tetramethylhydroethidine (TMHE) — in search for better probes for the detection
of superoxide radical anion — Adam Sikora, Radostaw Michalski, Adrianna Mesjasz, Micael
Hardy, Olivier Ouari, Jan Adamus, Jacek Zielonka, Balaraman Kalyanaraman — OCC World

Congress 2017 and Annual SFRR-E Conference, Berlin, Germany, 2017 — poster
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

The chemistry and chemical biology of azanone (HNO) — a mysterious cousin of nitric
oxide — Adam Sikora, Renata Smulik-lzydorczyk, Adrianna Mesjasz, Angelika Gerbich,
Radostaw Michalski, Jan Adamus — International Workshop Bioinorganic Redox Control,

Krakow, Ponand, 2017 — invited lecture

Mechanistic aspects of reactivity of selected probes for the detection of reactive oxygen
and nitrogen species— Adam Sikora — scientific seminar at the Institute of Nuclear

Chemistry and Technology, Warsaw, Poland, 2016 —invited lecture

The kinetic study on the reactivity of nitroxyl (HNO) towards nitrite ions, hydroxylamine,
selected nitrosocompounds and triphenylphosphines — Adam Sikora, Renata Smulik-
Izydorczyk, Adrianna Mesjasz, Jan Adamus — SfRBM's 23rd Annual Meeting, San
Francisco, CA, USA, 2016 — poster

What do we really know about boronate probes? (Molecular factors affecting reactivity) —
Adam Sikora — Xth International EPR Workshop on EPR in Biology and Medicine, Krakow,

Poland, 2016 — invited lecture

What do we really know about HNO reactivity? Implications for its fluorescent imaging in
vivo — Adam Sikora — 17th International Conference on Oxidative Stress Reduction, Redox

Homeostasis and Antioxidants, Paris, France, 2016 — lecture

Nitroxyl (HNO) - enigmatic cousin of nitric oxide — Adam Sikora — 7th Interdisciplinary
Seminar of Jagiellonian Centre for Experimental Therapeutics, Wierchomla Wielka,

Poland, 2016 — invited lecture

The use of boronate probes for the detection of reactive oxygen and nitrogen species —
Adam Sikora — 3rd International Conference and Exhibition on Biosensors and

Bioelectronics. San Antonio, USA, 2014 — lecture

The use of boronate probes in the studies on nitroxyl (HNO) reactivity — Renata Smulik,
Dawid Debski, Bartosz Michatowski, Jan Adamus, Jacek Zielonka, Balaraman
Kalyanaraman, Adam Sikora — Oxidative Stress Conference 2014. Oropesa, Spain, 2014 —

lecture

The fluorescein-based boronate probe FBISBBE and FBBE as a useful tools for the
detection of peroxynitrite — Karolina Guminiska, Dawid Debski, Bartosz Michatowski, Jan
Adamus, Tomasz Wéjcik, Stefan Chtopicki, Adam Sikora — 12th ISANH International
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21.

22.

23.

24.

25.

26.

Conference on Oxidative Stress, Redox States and Antioxidants. Clinical Advances —

Challenges — Perspectives. Paris, France, 2013 — poster

The effect of glutathione on the oxidation of hydroethidine in superoxide generating
system: characteristic and the importance of HE radical cation — Adam Sikora, Bartosz
Michatowski, Dawid Debski, tukasz Piotrowski, Jan Adamus, Andrzej Marcinek — 6th

European Young Investigator Conference. Slubice, Poland, 2013 — poster

Reactivity of mitochondria-targeted arylboronic acid isomers toward peroxynitrite — Adam
Sikora, Jacek Zielonka, Jan Adamus, Dawid Debski, Agnieszka Dybata-Defratyka, Joy

Joseph, Richard C. Hartley, Michael P. Murphy, Balaraman Kalyanaraman — 3rd World
Congress on Targeting Mitochondria. Strategies, Innovations and Clinical Applications.

Berlin, Germany, 2012 — poster

Reactivity of resorufin-based fluorogenic probe PC1 toward ROS/RNS and its use in the
studies of peroxynitrite reactivity — Adam Sikora, tukasz Piotrowski, Dawid Debski,
Karolina Guminska, Jan Adamus, Andrzej Marcinek, Jacek Zielonka, Balaraman

Kalyanaraman — SFRBM's 19th Annual Meeting. San Diego, CA, USA, 2012 — poster

Mechanistic aspects of the reaction of peroxynitrite with mitochondria-targeted
arylboronic acid isomers — Adam Sikora, Jacek Zielonka, Jan Adamus, Dawid Debski,
Bartosz Michatowski, Joy Joseph, Michael P. Murphy, Balaraman Kalyanaraman — IARC
Workshop on Reactive Intermediates for Young Scholars and Graduate Students. Spala,

Poland, 2012 - lecture

The UPLC/MS study of the reaction of glutathione with boronate resorufin-based
fluorogenic probe PC1 — Adam Sikora, Bartosz Michatowski, Dawid Debski, Jan Adamus,
Andrzej Marcinek — ISC'2012. 29th International Symposium on Chromatography. Torun,
Poland, 2012 — poster

Reactivity of resorufin-based fluorogenic boronate probe PC1 towards ROS/RNS and its
use in the studies of peroxynitrite reactivity — Adam Sikora, Jan Adamus, tukasz
Piotrowski, Dawid Debski, Karolina Guminska, Andrzej Marcinek, Piotr Kwiatkowski —
39th Annual Meeting of the European Radiation Research Society. Vietri sul Mare, Italy,

2012 — poster
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27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Different reaction profiles of mitochondria-targeted arylboronic acid isomers with
peroxynitrite — Adam Sikora, Jacek Zielonka, Jan Adamus, Dawid Debski, Joy Joseph,
Michael P. Murphy, Balaraman Kalyanaraman — SFRBM’s 18th Annual Meeting, Atlanta,
GA, USA, 2011

Characterization of one-electron oxidation products of Amplex Red, a fluorescent probe
for detection of reactive oxygen species — Adam Sikora, Dawid Debski, Jan Adamus —

54th Annual Meeting of Polish Chemical Society. Lublin, Poland, 2011 — poster

The pulse of radiolysis study of the transient products of one-electron oxidation of
fluorescent probe Amplex Red — Adam Sikora, Dawid Debski, Jan Adamus, Jacek Zielonka,
Balaraman Kalyanaraman — EYIC. 5th European Young Investigator Conference. Slubice,

Poland, 2011 — poster

Novel tools in the research on antioxidants — the global profiling of ROS/RNS in cell-free
and cellular systems — Adam Sikora, Jacek Zielonka, Monika Zielonka, Joy Joseph, Jan
Adamus, Agnieszka Dybata-Defratyka, tukasz Piotrowski, Michael Hardy, Olivier Ouari,
Balaraman Kalyanaraman — ICRR 2011. 14th International Congress of Radiation
Research. Incorporating 57th Annual Meeting of the Radiation Research Society. Warsaw,

Poland, 2011 —invited lecture

Redox properties of aryl boronate compounds — Adam Sikora, tukasz Piotrowski,
Agnieszka Dybata-Defratyka, Jan Adamus, Andrzej Marcinek, Jacek Zielonka, Balaraman
Kalyanaraman. SFRR-Europe 2011 Meeting. “Redox Biology and Micronutrients: From

Signaling to Translation and Back.” Istanbul, Turkey, 2011

The mechanism of the oxidative transformation of boronate compounds — a quantum
mechanical study — Adam Sikora, Agnieszka Dybata-Defratyka, Jacek Zielonka, Andrzej
Marcinek, Balaraman Kalyanaraman — SFRBM's 17th Annual Meeting. SFRRI's 15th
Biennial Meeting. Orlando, Florida, USA, 2010 — poster

The mechanistic aspects of the reaction of peroxynitrite with boronate compounds —
Adam Sikora, Jacek Zielonka, Marcos Lopez, Joy Joseph, Andrzej Marcinek, Balaraman
Kalyanaraman — Vllith International Workshop on EPR (ESR) in Biology and Medicine.

Krakow, Poland, 2010 — lecture
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34.

35.

36.

37.

38.

39.

Oxidation of coumarin boronate to hydroxycoumarin by different fluxes of nitric oxide and
superoxide: quantitative measurements of peroxynitrite under various nitric
oxide/superoxide fluxes — Adam Sikora, Jacek Zielonka, Joy Joseph, Balaraman
Kalyanaraman — 16th Annual Meeting of the Society for Free Radical Biology and
Medicine. San Francisco, CA, USA, 2009 — poster

Apocynin inhibits carbonate radical-induced aggregation of human Cu,Zn-SOD — Adam
Sikora, Jacek Zielonka, tukasz Piotrowski, Christopher Andrekopoulos, Joy Joseph, Jan
Adamus, Andrzej Marcinek, X. Allen Li, Balaraman Kalyanaraman — SFRBM's 15th Annual
Meeting, Indianapolis, IN, USA, 2008

Characterization of clozapine and olanzapine radical cations, radicals and nitrenium
cations — Adam Sikora, Andrzej Marcinek - EYIC'07. 3rd European Young Investigator

Conference. Slubice, Poland, 2007 — poster

Spectroscopic characterization of diphenylnitrosamine transient oxidation products —
Adam Sikora, Jan Adamus, Andrzej Marcinek — VIl International Workshop on EPR(ESR) in
Biology and Medicine. Krakow, Poland, 2007 — poster

Characterization of dihalide and pseudohalide anion radicals generated by radiation in
methylene chloride. Adam Sikora, Radostaw Michalski, Jan Adamus, Andrzej Marcinek.

14th Annual Meeting of Polish Radiation Research Society. Kielce, Poland, 2007 — poster

Novel matrices for characterization of radical ions — Adam Sikora, Jan Adamus, Andrzej

Marcinek — 49th Annual Meeting of Polish Chemical Society. Gdansk, Poland, 2006

Participation in conference organization

Scientific seminar "Signalling Molecules and Biological Oxidants — Chemistry, Detection
and Redox Biology". Konopnica, Poland, 2018 — organizer
First Adriatic Symposium on Biophysical Approaches in Biomedical Studies, Split, Croatia,

2014 — member of the scientific advisory board and session chair

“Oxygen Radicals” Gordon-Merck Research Seminar: (Patho)physiology of Redox

Processes, Ventura, CA, USA, 2014 — discussion leader

6th European Young Investigator Conference, Slubice, Poland, 2013 — organizer
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5. IARC Workshop on Reactive Intermediates for Young Scholars and Graduate Students.

Spala, Poland, 2012 — organizer

6.4. Membership in scientific organizations and associations

e Society for Free Radical Biology and Medicine/Society for Redox Biology and Medicine —
2008—present — member

e Society for Free Radical Research — Europe — 2011—present — member

6.5. Short- and long-term scientific visits

1. 2008-2009 — postdoctoral fellow — Department of Biophysics and Free Radical Research
Center, Medical College of Wisconsin, Milwaukee, WI, USA — research on the mechanism
and kinetics of oxidation of boronate compounds by hydrogen peroxide, hypochlorite

and peroxynitrite.

2. 10-11.2009 - visiting scientist — Department of Biophysics and Free Radical Research
Center, Medical College of Wisconsin, Milwaukee, WI, USA — research on the use of

coumarin boronic acid as a fluorogenic probe for the detection of peroxynitrite.

3. 08-09.2010 - visiting scientist — Department of Biophysics and Free Radical Research
Center, Medical College of Wisconsin, Milwaukee, WI, USA —research on the mechanism
of the free radical pathway of the reaction of peroxynitrite with boronate compounds —

EPR study with the use of spin-trapping technique.

4. 07-08.2011 - visiting scientist — Department of Biophysics and Free Radical Research
Center, Medical College of Wisconsin, Milwaukee, WI, USA —research on the mechanism
and kinetics of the reaction of peroxynitrite with mitochondria-targeted phenylboronic

acids.

5. 07.2018 —visiting scientist — Department of Biophysics and Free Radical Research Centre,
Medical College of Wisconsin, Milwaukee, WI, USA — research on the novel boronate
probes designed for the detection of peroxynitrite and hydrogen peroxide inside

mitochondria of living cells and the study on the peroxynitrite production from eNOS.
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6.6. International and national collaboration

During the last 9 years, that have passed since the end of my postdoctoral stay at the
research group of prof. Balaraman Kalyanaraman at the Medical College of Wisconsin in
Milwaukee, | maintained close scientific cooperation with this research team, that is
reflected in the co-authorship of many scientific papers (see above). In addition to this
close cooperation, | have also collaborated with following scientists form Europe and

Poland:

e Dr. Micael Hardy (Aix Marseille Universite, Institut de Chimie Radicalaire, Marseile,
France) — cooperation on the development and characterization of new fluorogenic
probes for the detection of superoxide radical anion (mainly hydroetidine
derivatives);

e Prof. Stefan Chtopicki (Jagiellonian Centre for Experimental Therapeutics (JCET),
Jagiellonian University, Krakow, Poland) — cooperation on the development of
biologically active pyridinium salts, being nitric oxide donors, and on the development
of the methodology for detection of reactive oxygen and nitrogen species with the

use of molecular probes;

e Dr. Karol Kramkowski (Medical University of Bialystok, Department of Physical
Chemistry, Bialystok, Poland) —the cooperation on the characterization of new HNO

donors from the group of Piloty acid derivatives.

During the last 9 years, | also cooperated with other research teams in Poland and
abroad, providing for their needs various compounds not available commercially, mainly

fluorogenic probes, but also biologically active mitochondria-targeted compounds.

6.7. Reviewing scientific manuscripts

e Biosensors and Bioelectronics — 3 reviews

e Chemical Communications — 1 review

e Free Radical Biology and Medicine — 4 reviews
e free Radical Research — 1 review

e Journal of Analytical Methods in Chemistry — 1 review
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e Oxidative Medicine and Cellular Longevity — 4 reviews
e Talanta — 2 reviews

e Dyes and Pigments — 1 review

6.8. Participation in expert and scientific competition jury panels

e Reviewer of abstracts submitted for the 24™ Annual Meeting of the Society for Redox
Biology and Medicine (SfRBM), Baltimore, Maryland, 2017
e Reviewer of abstracts submitted for the 25™ Annual Meeting of the Society for Redox

Biology and Medicine (SfRBM), Chicago, lllinois, 2018

6.9. Major awards related to the scientific activity

2009 — award of the Rector of the Lodz University of Technology for scientific

achievements

e 2011 - award of the Rector of the Lodz University of Technology for scientific
achievements

e 2015 — award of the Rector of the Lodz University of Technology for scientific
achievements

e 2015 — Recognized reviewer — award from the Editors of the Free Radical Biology &
Medicine journal

e 2017 — award of the Rector of the Lodz University of Technology for scientific
achievements

e 2017 — Outstanding reviewer — award from the Editors of the Free Radical Biology &
Medicine journal

e 2017 — Recognized reviewer — award from the Editors of the Biosensors and Bioelectronics
journal

e 2018 —award of the Rector of the Lodz University of Technology for scientific
achievements

e 2018 — Recognized reviewer — award from the Editors of the Talanta journal

e 2018 — Outstanding reviewer — award from the Editors of the Talanta journal

e 2018 — Recognized reviewer — award from the Editors of the Dyes and Pigments journal
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7. Educational activity

7.1. Academic courses

During the last 10 years | taught the following classes:

Physical Chemistry — laboratory,

e Isotopic Methods in Building Materials Analysis — laboratory,

e Free Radicals in Chemistry, Biology and Medicine — lectures and laboratory,
e Basics of Biopharmaceutics and Pharmacokinetics — lectures and laboratory,

e Thermodynamics — lectures, tutorials and laboratory.

7.2.  Preparation of teaching programs for academic courses

1. Preparation of teaching program for academic course Free Radicals in Chemistry, Biology

and Medicine.

2. Preparation of teaching program for academic course Basics of Biopharmaceutics and

Pharmacokinetics.

3. Preparation of teaching program for academic course Oxidative Modifications of

Biomolecules and Biopolymers.

7.3.  Supervision of BSc students

1. Adrianna Mesjasz, An experimental investigation on the reactivity of HNO (azanone)
towards nitrite ion (lll), hydroxylamine, selected nitroso compounds and selected

phosphines, Lodz, 2016 (BSc thesis supervisor).

2. Angelika Gerbich, Characterization of selected azanone donors, Lodz, 2016 (BSc thesis

supervisor).

3. Kinga Zawislak, Characterization of pyrene-1-boronic acid as a profluorescent probe for

the detection of reactive oxygen and nitrogen species, Lodz, 2016 (BSc thesis supervisor).
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4. Kacper Bajorski, Oxidation of the selected probes for detection of reactive oxygen species
(ROS) and reactive nitrogen species (RNS) in aqueous solutions of nitric oxide donors,

Lodz, 2018 (BSc thesis supervisor).

5. Pawet Zerbe, Reactivity of diphenyl-1-pyrenylphosphine probe towards selected ROS and
RNS, Lodz, 2018 (BSc thesis supervisor).

7.4. Supervision of MSc students

1. Dawid Debski, Characterization of the transient species formed upon one-electron

oxidation of 10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine, Lodz, 2011 (MSc thesis supervisor).

2. Katarzyna Bandzierz, Characterization of the transient species formed upon one-electron

oxidation of selected boronate compounds, Lodz, 2011 (MSc thesis supervisor).

3. Karolina Grzelak, Characterization of the reactivity of boronate derivative of resorufin

(PC1) towards selected reactive oxygen species, Lodz, 2012 (MSc thesis supervisor).

4. Karolina Guminska, Reactivity of resorufin-based boronate probe PC1 towards
peroxynitrite and its use in the studies on the peroxynitrite and hypochlorous acid

reactivity, Lodz, 2012 (MSc thesis supervisor).

5. Karolina Pierzchata, The reactivity of hydroethidine towards selected peroxyl radicals,

Lodz, 2013 (MSc thesis supervisor).

6. Renata Smulik, Application of boronate probes in HNO reactivity survey, Lodz, 2013 (MSc

thesis supervisor).

7. Magdalena Maj, Characterization of boronate coumarin derivatives as profluorescent

probes for peroxynitrite detection, Lodz, 2013 (MSc thesis supervisor).

8. Angelika Gerbich, Characterization of the 4-((9-acridinecarbonyl)amino)-2,2,6,6-
tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPO-9-Ac) as a profluorescent probe for the detection of
azanone (HNO), Lodz, 2013 (MSc thesis supervisor).
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7.5. Supervision of PhD students

1. Dawid Debski, Mechanistic aspects of oxidative conversion of molecular probes for the

detection of hydrogen peroxide and peroxynitrite, Lodz, 2016 (scientific advisor).

2. Bartosz Michatowski, Mechanistic aspects of detection of reactive oxygen and nitrogen

species with the use of selected fluorogenic probes, Lodz, 2017 (scientific advisor).

3. Karolina Debowska, Characterization of the catalytic antioxidants and probes for the
detection of peroxynitrite (the manuscript of PhD thesis in preparation),(scientific

advisor).

4. Renata Smulik-lzydorczyk, Characterization of the reactivity of azanone (HNO) and its
selected donors (the defense of the PhD thesis is scheduled for February 5, 2019),

(scientific advisor).
8. Academic administrative appointments

10.2016—present Deputy Director of the Institute of Applied Radiation Chemistry, Faculty

of Chemistry, Lodz University of Technology

10.2016—present member of the Council of the Faculty of Chemistry, Lodz University of

Technology
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