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How the structure of model disulfides affects their reactivity

T. Pedzifski !, K. Grzyb !, M. Borkowska 2

1 Wydziat Chemii, Uniwersytet Adama Mickiewicza, Poznan, Polska

Disulfide bonds are critical structural elements in some biologically relevant peptides and
proteins as they stabilize folded structures. Oxidative modifications of these linkages may
be associated with a loss of structure and function. In this work we investigated the
oxidation of a series of model disulfides with singlet oxygen (0,), a key intermediate in
photo-oxidation reactions. The kinetics of disulfide-mediated 'O, removal were
monitored using the time-resolved 1270 nm phosphorescence of 0,. The experiments
were carried out using a home-made, time-resolved emission spectrophotometer based
on TCSPC/MCS method. Stern-Volmer plots of these data showed a large variation in the
quenching rate constants kq (from 2 x 10’ for a-lipoic acid to 3.6 x 10* M™'s™ for
cystamine). It was found that ring disulfides (lipoic acid, lipoamide) react more rapid than
linear disulfides. LC-MS analyses show formation of mono- (thiosulfinate) and di-
oxygenated (thiosulfonate) products. The variation in quenching rates and product
formation are ascribed to zwitterion stabilization by neighboring, or remote, lone pairs of
electrons. These data suggest that some disulfides, including some present within or
attached to proteins (e.g., a-lipoic acid), may be selectively modified, and undergo
subsequent cleavage, with adverse effects on protein structure and function.



Fotosensybilizowane utlenianie biatek w warunkach beztlenowych

M. Ignasiak-Kciuk,! K. Fragckowiak ?, T. Pedzifskil, E. Fuentes-Lemus?, Per Huggland?,
M. J. Davies?, B. Marciniak®3

1 Wydziat Chemii, Uniwersytet im. A. Mickiewicza, Poznar, Polska
2 Wydziat Biomedyczny, Uniwersytet Kopenhaski, Poznari, Polska
3 Centrum Zaawansowanych Technologii, Uniwersytet im. A. Mickiewicza, Poznari, Polska

Aromatyczne reszty aminokwasowe (tyrozyna, fenyloalanina, tryptofan czy
histydyna), a takze reszty zawierajgce atom siarki (metionina i cysteina) wykazujg podatnos¢
na reakcje z wieloma utleniaczami, w tym z niektérymi stanami wzbudzonymi
sensybilizatorow. Jednym z nich jest 3-karboxybenzofenon, ktéry po wzbudzeniu do stanu
trypletowego moze byé wygaszony przez te aminokwasy na drodze przeniesienia elektronu
lub, w niektérych przypadkach, przeniesienia energii. Wiele badan procesow
sensybilizowanego utleniania biatek prowadzonych jest w warunkach tlenowych, skupiajac
sie gtéwnie na tworzeniu tlenu singletowego i reaktywnych form tlenu. Jednak ze wzgledu
na ograniczone stezenia tlenu w niektérych warunkach fizjologicznych, procesy beztlenowe
moga odgrywac réwnie wazna role jak procesy z tlenem singletowym.

Aby w petni mdc scharakteryzowaé mechanizm oddziatywania miedzy
sensybilizatorem a aromatycznymi resztami aminokwasdéw, niezbedne byty badania
procesow pierwotnych (zaréwno biatek jak i uktadéow modelowych), a takze petna
charakterystyka produktéw trwatych (faczac techniki chromatograficzne, masowe
i biochemiczne). Wykazano, ze wygaszanie 3(3CB)* zachodzi przez przeniesienie elektronu
dla reszt tryptofanowych, elektronu i protonu dla reszt tyrozynowych oraz przeniesienie
energii jak i elektronu dla reszt histydynowych dla badanych uktadéw modelowych
i biatkowych (biatek pochodzenia roslinnego VrPhBP, MtN13, MtHPt1 oraz lizozymu).

Tworzone trwate modyfikacje podzielono na trzy grupy: i) produkty bedgce
kowalencyjnym adduktem tworzonym miedzy rodnikiem 3CBH® a rodnikiem
aminokwasowym, ii) dimery reszt aminokwasowych, iii) pozostate produkty, takie jak Imid-
CH,-3CBH. W przypadku biatek z grupy PR-10 (VrPhBP i MtN13) wykazano takze tworzenie
sie kompleksu z sensybilizatorem w stanie podstawowym, majgcego wptyw na procesy
utleniania. Przebadano takze wptyw utworzonych modyfikacji na funkcjonowanie badanych
biatek.



Udziat 2,4-heptadienalu w fotoreaktywnosci utlenionego kwasu
dokozaheksaenowego i lipidow siatkowkowych

Pawlak Al, Waresiak J!, Breitenbach T2, Bregnhgj M2, Ogilby PR?, R6zanowska M3, Sarna T*

1Zaktad Biofizyki, Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, Uniwersytet Jagielloriski, Krakow, Polska,
2Zaktad Chemii Fizycznej, Wydziat Chemii, Uniwersytet Aarhus, Aarhus, Dania
3Wydziat Optometrii i Nauk o Widzeniu, Uniwersytet Cardiff, Cardiff, UK

Lipidy wchodzgce w skfad siatkdwki stanowig 20-30% jej suchej masy. Niemal 75% tych
lipidéw to fosfolipidy, z ktérych jedna trzecia zawiera reszty wielonienasyconych kwaséw
ttuszczowych (PUFA), m.in. kwas dokozaheksaenowy (22:6n-3, DHA) [1]. Wysoki poziom
PUFA w komérkach siatkéwki jest niezbedny dla utrzymania wysokiej ptynnosci bton
fotoreceptoréw, jednak obecnos¢ wigzan nienasyconych sprawia, ze PUFA sg bardzo
wrazliwe na utlenienie [2]. Wysoce reaktywne produkty utleniania PUFA moga
nieodwracalnie modyfikowac¢ kluczowe sktadniki komdrek i ostatecznie prowadzi¢ do
wystgpienia proceséw degeneracyjnych [3]. Dotychczas wykazano, ze lipidy
wyekstrahowane z siatkdwki ludzkiej i bydlecej sg fotoreaktywne i podobnie jak sam
utleniony DHA w wyniku naswietlania krétkofalowym $wiattem widzialnym moga
generowac reaktywne formy tlenu [4, 5]. 2,4-heptadienal nalezy do pdZnych produktéw
utlenienia w-3 wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych, ktéry absorbuje swiatto widzialne
o kroétkiej dtugosci fali. Celem niniejszej pracy bylo zbadanie fotoreaktywnosci oraz
fototoksycznosci 2,4-heptadienalu oraz jego udziat w obserwowanej wypadkowej
fotoreaktywnosci utlenionego kwasu dokozaheksaenowego. Badania aktywnosci
fotochemicznej 2,4-heptadienalu przeprowadzono za pomocg oksymetrii i putapkowania
spinowego EPR. Wydajno$¢ kwantowg generowania tlenu singletowego przez
2,4-heptadienal okreslono za pomoca czasowo-rozdzielczej detekcji fosforescencji przy 1270
nm. Mozliwe powstawanie i obecnos¢ 2,4-heptadienalu w ekstraktach lipidowych siatkowki
monitorowano za pomocg spektroskopii HPLC i Ramana. Otrzymane wyniki wskazujg, ze po
naswietlaniu swiattem niebieskim 2,4-heptadienal generuje tlen singletowy z wydajnoscia
kwantowg okoto 0,1, nieznacznie wyzszg niz w przypadku ekstraktu lipidowego siatkowki
ludzkiej, oraz anionorodnik ponadtlenkowy. 2,4-hetadienal jest zdolny takze
do nieodwracalnej modyfikacji biatek, a w komdrkach nabtonka upigmentowanego
siatkdwki naswietlanych w jego obecnosci wykazuje umiarkowang fototoksycznos¢. Chociaz
uzyskane wyniki wskazujg na niewielkg fotoreaktywnosé 2,4-heptadienalu, sugeruja
rowniez, ze ten zwigzek moze przyczynia¢ sie do obserwowanej fotoreaktywnosci
utlenionych lipidéw siatkowki.

[1] N. Acar, O. Berdeaux, S. Gregoire, S. Cabaret, L. Martine, P. Gain, G. Thuret, C. P. Creuzot, Garcher, A.
M. Bron, L. Bretillon, PLoS One 2012, 7, e35102.

[2] Tanito, M., R.S. Brush, M.H. Elliott, L.D. Wicker, K.R. Henry, and R.E. Anderson, High levels of retinal
membrane docosahexaenoic acid increase susceptibility to stress-induced degeneration. J Lipid Res, 2009.
50(5): p. 807-19

[3]J. G. Hollyfield, V. L. Perez, R. G. Salomon, Mol Neurobiol 2010, 41, 290-298; bE. Kaemmerer, F. Schutt,
T. U. Krohne, F. G. Holz, J. Kopitz, Invest Ophthalmol Vis Sci 2007, 48, 1342-1347.

[4] A. Koscielniak, M. Serafin, M. Duda, T. Oles, A. Zadlo, A. Broniec, O. Berdeaux, S. Gregoire, L. Bretillon,
T. Sarna, A. Pawlak, Cell Biochem Biophys 2017, 75, 443-454

[5] Rozanowska M., Pawlak A., Rozanowski B, Int J Mol Sci, 2021, 22(7): 3525
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Modulacja aktywnosci fotoprotekcyjnej eumelaniny przez stan
redoks: mechanizm dezaktywacji tlenu singletowego '0,

J. Waresiak,'? F. Sagan?, M.Mitoraj?, T. Sarnat

1 Zaktad Biofizyki, Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, Uniwersytet Jagielloriski, Krakdw,
Polska
2 Katedra Metod Komputerowych Chemii, Wydziat Chemii, Uniwersytet Jagielloriski, Krakéw, Polska
3Szkota Doktorska Nauk Scistych i Przyrodniczych, Uniwersytet Jagielloriski, Krakéw, Polska

Siatkowka ludzka jest szczegdlnie narazona na stres oksydacyjny ze wzgledu na ekspozycje
na $wiatto o energii okoto 3 eV oraz wysokie ciSnienie parcjalne tlenu. W fotoprotekgji
siatkdwki biorg udziat m.in. karotenoidy, takie jak luteina i zeaksantyna, a takze melanina.
W postmitotycznych komdrkach nabtonka barwnikowego siatkéwki (RPE), melanina
syntetyzowana jest w okresie rozwoju ptodowego, a nastepnie ulega stopniowej degradacji
wraz z wiekiem. Uwaza sie, ze zwigzane z wiekiem modyfikacje oksydacyjne melaniny RPE
sg efektem procesdw fotochemicznych. Co istotne, utleniona melanina wykazuje zwiekszong
aktywnosé fotochemiczng, w tym wyzszg wydajnos¢ generowania tlenu singletowego.
Sugeruje to, ze podjednostki melaniny w réznych stanach utlenienia réznig sie poziomami
energetycznymi pierwszych standw wzbudzonych - zwilaszcza pierwszego stanu
singletowego (S4) i trypletowego (T.).

W niniejszym badaniu okreslono energie pierwszych stanéw wzbudzonych dla modeli
eumelaniny w rdéznych stanach utlenienia: formy zredukowanej (hydrochinon, H»,Q),
czesciowo utlenionej (chinon, 1Q) oraz catkowicie utlenionej (chinonoimina, Ql).
Przeanalizowano modele monomerdw, struktur dimerowych oraz ukfadéw warstwowych.
PrzejScia adiabatyczne obliczcono z wykorzystaniem funkcjonatu CAM-B3LYP, przy
zastosowaniu modelu rozpuszczalnika (woda) w ciggtym modelu solwatacyjnym oraz bazy
def2-TZVP. Dla celéw poréwnawczych wyznaczono réwniez energie standow wzbudzonych
dla karotenoidéw siatkdwkowych (luteiny i zeaksantyny), przyjmujac tetrahydrofuran jako
rozpuszczalnik.

Wyniki potwierdzity, ze podjednostki utlenionej melaniny charakteryzujg sie nizszymi
energiami pierwszych stanéw wzbudzonych trypletowych w pordéwnaniu do ich
zredukowanych odpowiednikéw. Co wiecej, wartosci te byly poréwnywalne, a niekiedy
nawet nizsze niz dla luteiny i zeaksantyny — karotenoidéw znanych ze swojej wysokiej
skutecznosci w gaszeniu tlenu singletowego. Otrzymane wyniki sugerujg, ze utlenione formy
eumelaniny mogg aktywnie uczestniczyé w mechanizmie gaszenia tlenu singletowego.



Metallofullerenol Gd@Csz(OH)22 chroni integralnos¢ btony
komorkowej erytrocytow ludzkich przed stresem oksydacyjnym
indukowanym przez AAPH: Mechanizmy molekularne i aktywnos¢
antyoksydacyjna

A. Remigante?, M. Studzian?, S. Spinellil, P. Piotrowski3, G. Litwinienko3, K. Gorny?,
P. Raczynski*, A.Marino*, R. Morabito?, J. Grebowski>"

! Wydziat Nauk Chemicznych, Biologicznych, Farmaceutycznych i Srodowiskowych, Uniwersytet
w Mesynie, Mesyna, Wtochy.

2 Katedra Biologii Nowotwordw i Epigenetyki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet
todzki, tddz, Polska; Laboratorium Regulacji Transkrypcyjnej, Instytut Biologii Medycznej PAN, tddz,
Polska.

3 Wydziat Chemii, Uniwersytet Warszawski, Warszawa, Polska.
4 Wydziat Nauk Scistych i Technicznych, Uniwersytet Slgski, Chorzéw, Polska.

5 Katedra Biologii Nowotwordw i Epigenetyki, Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytet
todzki, todZ, Polska;, Wojskowy Instytut Medyczny — Parstwowy Instytut Badawczy, Warszawa,
Polska. Adres e-mail: jacek.grebowski@biol.uni.lodz.pl.

Metallofullerenole i fullerenole przyciggajg uwage ze wzgledu na swojg niezwyktg zdolnos$¢
do oddziatywania z rdéznymi biologicznie istotnymi czasteczkami, co otwiera droge
do zastosowan biomedycznych, od technik obrazowania medycznego po nosniki lekéw,
dziatajgce z wiekszg skutecznoscig i mniejszymi efektami ubocznymi. W niniejszej pracy
zbadano wptyw dwdch pochodnych fulerendw — Gd@Csz(OH)2; i C70(OH)12 — na sktadniki
btony erytrocytéw w warunkach stresu oksydacyjnego wywotanego przez dichlorowodorek
2,2'-azobis(2-amidynopropanu) (AAPH), bedacy zZrédtem rodnikéw nadtlenkowych.
Wyniki wykazaty, ze enkapsulacja gadolinu w klatce fulerenowej zwiekszyta powinowactwo
elektronowe Gd@Cs2(OH),2, co skutkowato silniejszg aktywnoscig antyoksydacyjna.
Gd@Cs,(OH)22 tworzyt ochronng, hydrofilowg warstwe na granicy faz lipid-woda, skutecznie
zapobiegajac peroksydacji lipidow, uszkodzeniom oksydacyjnym biatek oraz wyciekowi
potasu, przewyzszajgc pod tym wzgledem C70(OH)1,. Oba zwigzki poprawiaty ptynnosc btony,
jednak Gd@Cs;(OH),2 wykazywat lepsze zachowanie integralnosci dwuwarstwy lipidowej
erytrocytow oraz funkcji biatek. Ponadto Gd@Cs,(OH); utrzymywat funkcje wymiany
anionowej biatka pasma 3, kluczowa dla homeostazy jonowej, poprzez zapobieganie
agregacji wywotanej utlenianiem i ochrone grup tiolowych. Pomimo ograniczonej penetracji
btony, Gd@Cs2(OH),2 stabilizowat sktadniki btony poprzez tworzenie wigzann wodorowych,
co posrednio zwiekszato sztywnos¢ i ptynnosc btony pod wptywem stresu oksydacyjnego.
Taka zewnetrzna ochrona integralnosci btony zmniejszata ryzyko peroksydacji lipidéw
i uszkodzen oksydacyjnych biatek erytrocytéw. W przeciwienstwie do niego, C70(OH)12, choé
skuteczny w ochronie lipidéw btonowych, byt mniej efektywny w zachowaniu struktury
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biatek. Otrzymane wyniki podkreslajg unikalne wtasciwosci ochronne Gd@Csy(OH)2a,
przypisywane efektom polaryzacyjnym indukowanym przez zamkniety wewnatrz atom Gd.
Badanie to sugeruje, ze metallofullerenole, takie jak Gd@Cs2(OH),2, mogg miec potencjat
terapeutyczny w ograniczaniu uszkodzen oksydacyjnych [1].
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Figura 1. Schemat przedstawiajgcy ochronny mechanizm dziatania metallofullerenolu Gd@Cg;(OH)2,
wobec btony komdrkowej erytrocytéw ludzkich poddanych stresowi oksydacyjnemu wywotanemu
przez AAPH. Gd@Cs(OH),2 neutralizuje wolne rodniki, ogranicza peroksydacje lipidow oraz stabilizuje
strukture btony, co przyczynia sie do zachowania jej integralnosci i funkcji biologicznych.
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Nowa metoda identyfikacji inhibitoréw oksydazy ksantynowej —
w poszukiwaniu lekow na dne moczanowa

M. Rola?, J. Pieta?, J. Zielonka?

IMiedzyresortowy Instytut Techniki Radiacyjnej, Wydziat Chemiczny, Politechnika tédzka, téd?
2Department of Biophysics, Medical College of Wisconsin, Milwaukee, USA

Oksydaza ksantynowa (XO), enzym z klasy oksydoreduktaz, odgrywa znaczacg role
w katabolizmie puryn u ludzi. W wyniku fizjologicznej aktywnosci XO powstaje kwas
moczowy i reaktywne formy tlenu (ROS), takie jak anionorodnik ponadtlenkowy (0,°~) oraz
nadtlenek wodoru (H,0;). Te ROS sg wysoce reaktywne, co utrudnia ich bezposredni pomiar
ze wzgledu na ich niskie stezenia w stanie stacjonarnym. Oksydaza ksantynowa jest waznym
celem wspodtczesnej terapii, odgrywa bowiem kluczowg role w rozwoju hiperurykemii, czyli
zbyt wysokiego stezenia kwasu moczowego we krwi. Hiperurykemia jest gtéwnym
czynnikiem prowadzacym do dny moczanowej. Leki dziatajgce na zasadzie inhibicji XO
dostepne na rynku europejskim i amerykaniskim cechujg sie licznymi skutkami ubocznymi,
co uzasadnia potrzebe poszukiwania nowych kandydatéw na inhibitory o lepszym profilu
bezpieczenstwa i skutecznosci. Systematyczne przeszukiwanie duzych bibliotek zwigzkéw
z wykorzystaniem metod wysokoprzepustowych (HTS) moze by¢ obiecujgcym i skutecznym
podejsciem do identyfikacji takich zwigzkow.
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Metoda BOOST (Boronate Oxidation Spin Trapping) umozliwia selektywne wykrywanie
anionorodnika ponadtlenkowego, jednego z produktdw dziatania oksydazy ksantynowej.
W tej metodzie wykorzystuje sie putapki spinowe (np. DMPO) tworzgce stabilne addukty
z 0,°~ oraz proébniki boronowe, ktére w reakcji z tymi adduktami generujg produkty
fluorescencyjne. Obecnos¢ inhibitora XO redukuje sygnat fluorescencyjny, umozliwiajac
szybka ocene jego dziatania hamujgcego. Wstepne wyniki badan wskazujg, ze metoda
BOOST moze by¢ wykorzystana w ramach protokotu HTS do identyfikacji zwigzkow
wykazujgcych witasciwosci inhibitujgce wzgledem XO ktére mogg stanowi¢ punkt wyjscia do
dalszych prac nad opracowaniem nowych substancji aktywnych.

Badania prezentowane w niniejszym wystgpieniu zostaty sfinansowane przez Narodowe Centrum
Nauki w ramach projektu PRELUDIUM 23 (nr projektu: 2024/53/N/ST4/02412)
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Uszkodzenia oksydacyjne erytrocytow cztowieka przez bromowane
srodki uniepalniajace (BFRs)
Agata Pyrzanowska-Banasiak®?, Anita Krokosz'’

1 Katedra Biofizyki Skazen Srodowiska, Uniwersytet t6dzki, t6dz, Polska
2 Szkota Doktorska Nauk Scistych i Przyrodniczych, Uniwersytet tédzki, +6dz, Polska

* e-mail: anita.krokosz@biol.uni.lodz.pl

Bromowane srodki zmniejszajgce palno$¢ (BFR) to syntetyczne zwigzki, ktdrych zadaniem
jest zmniejszenie palnosci materiatéw polimerowych, powszechnie stosowane w przemysle,
a takze do produkcji przedmiotéow codziennego uzytku. Powszechne stosowanie tych
zwigzkdw wigze sie z narazeniem cztowieka na BFR (doi:10.13075/mp.5893.00491).
Najczesciej stosowanym BRF jest tetrabromobisfenol A (TBBPA), ktérego roczna produkcja
przekracza 220 000 ton (doi:10.1016/j.jes.2020.04.039). Tetrabromobisfenol S (TBBPS)
zostat wprowadzony na rynek jako zamiennik TBBPA. Badania in vitro wykazaty, ze TBBPS,
podobnie jak TBBPA, generuje reaktywne formy tlenu (ROS) co moze prowadzi¢ do
utleniania komponentdw komdrkowych. Istnieje jeszcze niewiele danych na temat
obecnosci TBBPS w srodowisku i jego wptywu na organizmy zywe.

Celem pracy byta ocena udziatu proceséw utleniania inicjowanych przez TBBPA i TBBPS w
dojrzatych erytrocytach cztowieka.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze TBBPA od stezenia 15 pg/ml inicjuje stres oksydacyjny w
erytrocytach, co obserwujemy poprzez spadek aktywnosci catkowitej btonowej ATPazy
i wewnatrzkomdrkowego poziomu GSH. Efektu tego nie zaobserwowano dla TBBPS do
stezenia 100 pg/ml.

Poziom zredukowanego glutationu i aktywno$¢ ATPaz jonozaleinych sg kluczowe dla
funkcjonowania komérek i sg bezposrednio zwigzane z ochrong komérek przed stresem
oksydacyjnym.

Wyniki te korelujg z progowym wzrostem hemolizy indukowanej przez TBBPA przy stezeniu
15 mg/ml i potwierdzajg, ze TBBPS jest mniej toksycznym zamiennikiem TBBPA.
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Jak poskromi¢ wolne rodniki — rozwéj nowych metod selektywnej
detekcji nadtlenoazotynu

A. Grzelakowska,? A. Sikora,® R. Podsiadty,> M. Hardy,* J. Zielonka®

1 Department of Biophysics, Medical College of Wisconsin, Milwaukee, USA
2 Instytut Technologii Polimerdw i Barwnikéw, Politechnika tédzka , tédZ, Polska
3 Miedzyresortowy Instytut Techniki Radiacyjnej, Politechnika tédzka , tédz, Polska
4 Institut Chimie Radicalaire, Aix Marseille Universite, Marsylia, Francja

Reakcja tlenku azotu z anionorodnikiem ponadtlenkowym jest jedng z najszybszych reakcji
chemicznych zachodzacych w uktadach biologicznych (k = 1 x 10° Ms?) i prowadzi do
powstania nadtlenoazotynu (ONOO7), nietrwatego produktu o silnych wtasciwosciach
utleniajgcych i nitrujgcych. Zwiekszona produkcja nadtlenoazotynu towarzyszy ostrym
i przewlektym stanom zapalnym i przyjmuje sie, Ze moze on brac¢ udziat w patogenezie wielu
choréb, w tym uktadu sercowo-naczyniowego, neurodegeneracyjnych i nowotworowych.
Precyzyjne okreslenie roli ONOO~ w tych chorobach wymaga mozliwosci jego specyficznej
detekcji i ilosciowej analizy w uktadach biologicznych, co pozostaje wyzwaniem w dziedzinie
chemii biologiczne;j.

Prébniki boronowe stanowig najbardziej obiecujacg klase zwigzkéw do ilosciowej
i specyficznej detekcji ONOO™. Wysoka wartos¢ statej szybkosci reakcji zwigzkéw
boronowych z ONOO-, wraz z powstawaniem specyficznych produktéw na $cieice

rodnikowej, pozwala na potwierdzenie obecnosci i ilosciowa analize ONOO"™.

OH

HO
O.g-OH HO-B O“o <0

X giowna sciezka reakcji
R

ArB(OH)z ArOH

HO. _-0O° H

1 Ho' / ArNOz

: @

3 34 CBOH)S | S

, R ¢ \R cyklizacja
i ArB(OH),0™~ Ar e

d
-

‘ cyclo-Ar
' Produkty specyficzne dla ONOO™

W prezentacji zostang przedstawione chemiczne podstawy analizy ONOO™ przy uzyciu
préobnikéw boronowych, techniki analizy produktéw utleniania w uktadach biologicznych,
oraz rozwdj nowej generacji probnikdw do detekcji fluorescencyjnej produktéw
specyficznych dla nadtlenoazotynu.
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Detekcja nadtlenosiarczanu z wykorzystaniem probnikow

R. Podsiadty ?

1Instytut Technologii Polimeréw i Barwnikéw, Politechnika tddzka, tédZ, Polska

Siarczyny sg szeroko stosowane jako przeciwutleniacze i konserwanty w napojach i zywnosci.
Jednak stosunkowo czesto objawia sie ich toksycznosci, ktora wigze sie z reakcjami
alergicznymi, astmga i wstrzgsem anafilaktycznym. Mechanizm toksycznosci siarczynéw nie
jest catkowicie poznany. Postuluje sie, ze przyczyng jest powstawanie rodnikéw i tzw. stres
oksydacyjny. Nadtlenosiarczan (HOOSOs") powstaje podczas utleniania siarczynéw. Jednak z
powodu braku precyzyjnej metody wykrywania ich rola w mechanizmie toksycznosci
siarczynéw jest catkowicie nieodkryta. W prezentowanym komunikacie przedstawione
zostang opracowane metody wykrywania nadtlenosiarczanu w oparciu o reakcje utleniania
pro-fluorescencyjnych chemosensoréw.
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Czego mozemy sie dowiedzie¢ z pomiarow tlenu singletowego w
zywych komorkach ?

Grzegorz Szewczyk?, Krystian Mokrzynskil

1 Zaktad Biofizyki, Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, Uniwersytet Jagielloriski, Krakdw,
Polska

Tlen singletowy ('0,) uznawany jest za najwazniejszg reaktywng forme tlenu w terapii
fotodynamicznej (PDT), bedacej dynamicznie rozwijajaca sie metoda walki z nowotworami.
Jego bezposrednie pomiary opierajg sie na detekcji charakterystycznej fosforescencji przy
dtugosci fali 1272 nm. Tlen singletowy moze by¢ generowany wewngtrz komérek po
uprzednim podaniu fotouczulaczy i ich wzbudzeniu swiattem o odpowiedniej dtugosci fali.
Wiekszos$¢ '0, reaguje szybko z komponentami komdrkowymi, co ogranicza jego czas zycia
do okoto 500 ns. Czesc czasteczek moze jednak dyfundowac poza komaérke, umozliwiajgcich
detekcje w skali mikrosekundowej. Lokalizacja fotouczulaczy w komadrce, zalezna od wielu
czynnikow, wptywa na efektywnos¢ zabijania komodrek nowotworowych. Czasowo-
rozdzielcze pomiary kinetyki generowania i zaniku tlenu singletowego dostarczajg informacji
na temat lokalizacji fotouczulacza i pozwalajg czesciowo przewidzie¢ jego skutecznosc
terapeutyczng w PDT. Przeprowadzilismy badania na fotouczulaczach o réinej lokalizacji
komédrkowej (Rose Bengal, Methylene blue oraz protoporfiryna IX produkowana w
komarkach po podaniu 5-ALA jako perkursora). Obserowane rdznice w kinetyach zaniku
przektadaty sie na wydajnos¢ terapii fotouczulanej na komérkach APRE-19 (Szewczyk,
Mokrzynski and Sarna, 2024)

Szewczyk, G., Mokrzynski, K. and Sarna, T. (2024) ‘Generation of singlet oxygen inside living
cells: correlation between phosphorescence decay lifetime, localization and outcome of
photodynamic action’, Photochemical & Photobiological Sciences: Official Journal of the
European Photochemistry Association and the European Society for Photobiology, 23(9), pp.
1673-1685. Available at: https://doi.org/10.1007/s43630-024-00620-8.
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Utlenianie prébnikéw opartych o hydroetydyne przez rodniki
0 znaczeniu biologicznym — wykrywanie anionorodnika
ponadtlenkowego

R. Michalski,! R. Podsiadty,? J. Pieta, M. Rostkowski!

1 Miedzyresortowy Instytut Techniki Radiacyjnej, Wydziat Chemiczny, Politechnika tédzka
2 Instytut Technologii Polimerdw i Barwnikéw, Politechnika tédzka, tédz, Polska

Od czasu odkrycia enzymu dysmutazy ponadtlenkowej, wytwarzanie i los reaktywnych form
tlenu w uktadach biologicznych budzi duze zainteresowanie naukowcéw z réznych dziedzin
nauki — chemii, biologii i medycyny. Zrozumienie specyficznej roli réznych RFT w uktadach
biologicznych wymaga opracowania niezawodnych narzedzi pozwalajgcych na ich
selektywne wykrywanie i oznaczanie ilosciowe. Wiekszos¢ reaktywnych form tlenu wykazuje
wysoka reaktywnos¢ w stosunku do sktadnikdw komérkowych, m.in. biatek i tioli. Ze wzgledu
na to ich bezposrednia detekcja w uktadach biologicznych nie jest mozliwa. Jednym
z rozwigzan jest zastosowanie prébnikéw fluorescencyjnych. Prébniki fluorescencyjne
umozliwiajg obserwacje powstawania fluorescencyjnych produktéw ich reakcji z RFT w
uktadach biologicznych, m.in. w komadrkach. W ostatnich latach sondy fluorescencyjne staty
sie waznym narzedziem wykorzystywanym w badaniach reaktywnych form tlenu, jednak ich
wtasciwe zastosowanie wymaga dogtebnego zrozumienia mechanizmu ich dziatania.
W niniejszej prezentacji zostang przedstawione wyniki badan dotyczgce chemii prébnikéw
opartych o hydroetydyne, przeznaczonych do detekcji anionorodnika ponadtlenkowego.
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Methodology of intravital fluorescence visualizations on the example
of demonstrating the antithrombotic effect of selected HNO donors in
an experimental mouse model
Karol Kramkowski,! Joanna Kirmuc,*Weronika Zareba,* Klaudia Sikorska,* Urszula Powierza,*

Pawet Osiennik,! Marta Iwanicka,! Karolina Szyszka,* Elzbieta Boltromiuk,* Tomasz Rusak,*
Tomasz Misztal,* Magdalena Kuckowska,? Pawel Kowalczyk,? Jakub Pieta,* Adam Sikora,*

1 Department of Physical Chemistry, Medical University of Bialystok, Bialystok, Poland
2 Experimental Medicine Centre, Medical University of Bialystok, Bialystok, Poland
3 Department of Animal Nutrition, The Kielanowski Institute of Animal Physiology and Nutrition,
Polish Academy of Sciences, Jablonna, Poland
4 Interdepartmental Institute of Radiation Technology, Lodz University of Technology, Lodz, Poland

Background: HNO (nitroxyl, azanone) is gaseous endogenic moiety reported to possess
cardiovascular and antiplatelet effects. Most of HNO donors are water insoluble or show
clinically unacceptable kinetics of HNO release. We have synthetized new, water-soluble
donors of HNO based on Piloty’s Acid (PA) moiety para-substituted with carboxyl group (for
water solubility) and with Br- or methyl-ortho-substituents (regulating HNO release, pH=7.4,
37C) with Ty, of 2.1 or 42.0minutes, respectively.

The aim of study: to show antiplatelet activity of newly-synthetized HNO donors: 2-Br-4-
COOH-PA (Br-PA) and 2-methyl-4-COOH-PA (CHs-PA) under in vivo conditions in various time
points after intravenous administration in doses of 30umol/kg each. Inactivated Br-PA or CHs-
PA or vehicle (Phosphate Buffered 0,9% Saline, PBS, 2 ml/kg) were used as control.

Methods. Laser-induced thrombosis with real-time fluorescent visualization in mesenteric
vein of anesthetized Green Fluorescent Protein (GFP) mice (C57BL6-based) was used.
Accumulation of GFP platelets represented thrombus volume/area. Additionally, in Br-PA
experiment, AnnexinV/Alexa647 (2ug/g, intravenously) was injected to visualize platelet-
exposed phosphatidylserine. Thrombus area and/or annexin fluorescence intensity were
qguantified with Imagel software. Thrombi area plotted against time were used to calculate
area under the curve (AUC).

Results. Both of tested substances decreased platelet accumulation and platelet
accumulation/activation in area of thrombotic laser-induced injury versus VEH or inactivated
Br-PA or CH3-PA in accordance to kinetics of HNO release (Tablel). The effect of short-lasting
moiety was more pronounced after 15/35minutes, while the effects of long-lasting donor
were developed 50/65minutes after administration.

Conclusion. For the first time we have shown intravitally antiplatelet and antithrombotic
effect of water-soluble PA-based HNO donors. It involves decrease in thrombus volume/area
and inhibition of platelet phosphatidylserine expression in the area of thrombosis. The
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experiment shows that water-soluble HNO donors are promising precursors for
pharmacological platelet inhibition.

Research founded by Polish National Science Centre grant OPUS 2021/43/B/NZ7/01903 and
Medical University of Bialystok grants B.SUB.23.359 and B.SUB.24.305 and B.SUB.25.300.

Table 1. Antiplatelet effects of 2-F-4-COOH-PA (F-PA) 2-Br-4-COOH-PA (Br-PA). t-
Student’s or Mann-Whitney (when data deviated from normal distribution) tests
were used to evaluate the significance of differences between tested substances and
vehicle. Data are presented as meantSEM; a=5%; *p<0.05; **p<0.01 after 15 or 65
minutes, respectively, n=6-12. AUC, area under the curve.
Time after iv Thrombus volume/area AUC Platelet activation AUC [Red
administration [Green fluorescence, fluorescence, intensity of
[minutes] Megapixels in region of interest] | flurescence, arbitrary units]

VEH (PBS, 2 ml/kg)
15" minute 18.44+2.27 10.66+1.09
65" minute 17.99+3.01 No data

Br-PA, 30 umol/kg
5% minute 12.5545.14 8.54+1.71
15" minute 5.34+1.01%** 4.98+2.15*
35" minute 9.1943.59* 4.70+2.89*
50" minute 25.8+5.73 11.3843.01
65™ minute 20.05+3.13 9.99+2.01

Inactivated Br-PA, 30 pmol/kg

15" minute 24.33+7.29 | 13.01£2.03

CH3-PA, 30umol/kg
5% minute 15.87+4.11 No data
15" minute 15.42+3.98 No data
35" minute 16.05+4.80 No data
50 minute 12.43+1.97* No data
65™ minute 9.29+2.19* No data

Inactivated CH3-PA, 30 umol/kg

65™ minute 16.10+4.41 | No data
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Nowe strategie zastepowania konwencjonalnego azotanu (lll) sodu w
produktach miesnych przy uzyciu roznych donorow tlenku azotu

Marzena Zajac,!

! Katedra Przetwdrstwa Produktéw Zwierzecych, Wydziat Technologii Zywnosci, Uniwersytet Rolniczy
w Krakowie, Polska

Azotan (lll) sodu jest powszechnie stosowanym dodatkiem do miesa, odpowiedzialnym za
charakterystyczng rdézowoczerwong barwe po obrdbce cieplnej, wtasciwosci
organoleptyczne, bezpieczenstwo mikrobiologiczne oraz wydtuzong trwatos¢ produktéw.
Coraz wieksze znaczenie zyskuje jednak potrzeba ograniczenia jego stosowania — lub
catkowitego wyeliminowania — ze wzgledu na fakt, ze pozostatosci azotanu (lll) petnig role
czynnika nitrozujgcego. W odpowiednich warunkach (np. niskie pH, wysoka temperatura)
mogg one prowadzi¢ do powstawania nitrozoamin, uznawanych za zwigzki rakotworcze.
W miesie azotany (lll) ulegajg redukcji — chemicznej lub enzymatycznej — do tlenku azotu
(NO), ktéry wigze sie z zelazem w grupie hemowej mioglobiny, tworzgc nitrozylomioglobine.
Podczas obrébki cieplnej przeksztatca sie ona w nitrozylhemichromogen, odpowiedzialny za
typowy kolor miesa peklowanego. Cze$¢ dodanego azotanu reaguje z innymi sktadnikami
miesa, jednak pewna ilo$¢ pozostaje w formie niezwigzanej. Petni ona funkcje stabilizujgca
barwe miesa, ogranicza rozwéj mikroorganizmow i zapobiega procesom utleniania.

W ramach projektu badane sg trzy alternatywne Sciezki technologiczne, ktére moga
doprowadzi¢ do czesciowego ograniczenia lub catkowitego wyeliminowania dodatku
azotandw w przetwodrstwie miesnym. Ze wzgledu na ztozony i wielowymiarowy charakter
dziatania tych zwigzkdw, znalezienie idealnego zamiennika o poréwnywalnej skutecznosci
stanowi duze wyzwanie. Pierwsza Sciezka obejmuje testowanie dziatania syntazy tlenku
azotu (NO-syntazy), ktdra — dziatajgc na arginine obecng w miesie lub dodang — prowadzi do
wytworzenia tlenku azotu. Druga $ciezka zaktada bezposrednie zastosowanie nitrozotioli,
takich jak: S-nitrozoacetylocysteina, S-nitrozoglutation oraz etylowy ester S-
nitrozoacetylocysteiny. Trzecia S$ciezka obejmuje wykorzystanie dinitrozylowych
komplekséw zelaza (DNIC), syntetyzowanych in situ i dodawanych do miesa analogicznie jak
nitrozotiole. W trakcie badan oceniany jest wptyw testowanych zwigzkdw na barwe miesa
i jej stabilno$¢, wtasciwosci przeciwutleniajgce, stan mioglobiny, a takze przeprowadzana
jest analiza mikrobiologiczna. Poréwnania dokonywane sg wzgledem prébek miesa z
dodatkiem klasycznego azotanu (lll) sodu oraz prébek kontrolnych, bez zadnych dodatkow.

Uzyskane dotychczas wyniki wskazujg na korzystne dziatanie nitrozotioli i dinitrozylowych
komplekséw z7elaza, co daje podstawy do dalszych badan nad ich potencjalnym
zastosowaniem w  przemysle miesnym jako alternatywy dla  azotandw.

Badania w catosci finansowane przez Narodowe Centrum Nauki, numer projektu
2022/45/B/NZ9/01840.
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Detekcja nadtlenoazotynu powstajgcego w reakgcji dinitrozylowych
komplekséw zelaza (DNIC) z anionorodnikiem ponadtlenkowym

M.Rola,* J. Zielonka,? D. Ramos-Truzzi,? J. Pieta,* A. Sikora?

1 Miedzyresortowy Instytut Techniki Radiacyjnej, Politechnika tédzka, t6dz, Polska
2 Department of Biophysics, Medical College of Wisconsin, Milwaukee, USA
3 Departamento de Bioquimica, Instituto de Quimica, Universidade de Séo Paulo, Sao Paulo, Brazil

Dinitrozylowe kompleksy zelaza (DNIC) powstajg spontanicznie w wodnych roztworach
zwierajacych jony Fe?, tlenek azotu (*NO) i rézne aniony np. tiolanowe (reakcja 1).
Kompleksy te wystepujg w stanie réwnowagi pomiedzy formami diamagnetycznymi,
dimerycznymi (bi-DNIC) a paramagnetycznymi, monomerycznymi (mono-DNIC) (reakcja 2).
Grupy tiolanowe (np. w glutationie lub w resztach cysteinowych biatek) s3 najwazniejszymi
biologicznie anionami koordynujgcymi jony zelaza w kompleksach DNIC.

2Fe?* + 4RSH + 4°NO — [Fe;(RS)2(NO)4] + RSSR + 4H* (reakcja 1)

[Fez2(RS)2(NO)4] + 2RSH 2[Fe(RS)2(NO).]™ + 2H* (reakcja 2)

W literaturze przedmiotu sugerowano, ze niskoczgsteczkowe DNIC sg waznymi mediatorami
biologii NO w komérkach a obecnie uznaje sie, ze DNIC sg prawdopodobnie najwazniejszymi
metabolitami tlenku azotu in vivo.

Przedstawione zostang wyniki badan dotyczacych reakcji dinitrozylowych komplekséw
zelaza (DNIC) z anionorodnikiem ponadtlenkowym (0;""), prowadzacej do powstawania
nadtlenoazotynu (ONOQO7).
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Charakterystyka nowego, profluorescencyjnego donora HNO -
— N-hydroksydansyloamidu

M. Andryszek,® R.Smulik-lzydorczyk,® J. Pieta,* R. Podsiadty,? A. Sikora®

1 Miedzyresortowy Instytut Techniki Radiacyjnej, Politechnika tédzka, t6dz, Polska
?Instytut Technologii Polimeréw i Barwnikdw, , Politechnika tédzka, t6dz, Polska

Azanon (HNO), bedacy formalnie uprotonowanym produktem jednoelektronowej redukcji
tlenku azotu (NO), posiada interesujgce wiasciwosci farmakologiczne, ktdre sprawiaja,
iz jego donory sg potencjalnymi srodkami terapeutycznymi w chorobach sercowo-
naczyniowych. W roztworach wodnych HNO spontanicznie dimeryzuje ze statg szybkosci
okoto 8 x 10° M1s?, tworzac kwas podazotowy, ktdry nastepnie rozktada sie do podtlenku
azotu i wody (reakcja 1).

HNO + HNO — H;N.0; — N;O + H,0 (reakcja 1)

Z tego powodu w badaniach chemicznych i biologicznych istnieje koniecznos¢ wykorzystania
czagsteczek donorowych, uwalniajgcych w kontrolowany sposéb HNO. Przedstawione
zostang wyniki badan dotyczacych charakterystyki nowego profluorescencyjnego donora
HNO, DAN-HNO, ktéry uwalniajgc HNO przeksztatca sie we fluorescencyjny produkt,
pozwalajgcy Sledzi¢ proces uwalniania azanonu spektrofluorymetrycznie.

(o} _
<I_NHOH s
O+¢-NHO 0.0
—
N N
HyC™" "CHg HaC "\ "CH,
donor DAN-HNO produkt rozkiadu
(niefluorescencyjny) (fluorescencyjny)

Awzb = 318 nm, A, =490 nm
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Photooxidation of a model disulfide peptide: Cystamine

Monika Borkowska®, Tomasz Pedzitiskil

1 Adam Mickiewicz University, Faculty of Chemistry, Uniwersytetu Poznanskiego 8, 61-614, Poznanh

Photooxidation and modification of proteins is a common event where proteins are exposed
to damaging agents, including heat, UV light and other radiation. Among all the proteins
components, the sulfur-containing amino acids, such as cysteine (Cys) and methionine (Met)
are the most vulnerable to oxidative damage.[1] Presently the oxidation mechanisms of Cys
and Met residues were relatively well studied, resulting in well pictured explanation to the
occurring processes, however there is still notable lack of studies on the oxidation and
modification of disulfide bonds in cystine, including the factors affecting this process.[2]

S——s

NH,
HzNi
3CB

Figure 1. The disulfide peptide model CA (Left) with 3CB under 355nm excitation source

In this work a disulfide model: Cystamine (CA) was exposed to one-electron oxidation with
3-carboxy-benzophenone under 355 nm excitation in both aerobic and anaerobic
conditions. Both transient and steady-state products formed during the process were
studied with time-correlated single photon counting (TCSPC), laser flash photolysis (LFP),
and HPLC-MS. The presence of oxygen seems to have a significant role in the formed stable
products and affects directly the oxidation mechanism paths for the disulfide. The results
obtained from the experiments and further planned research will provide deeper
understanding of disulfides’ reactivity in proteins.[3]
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Following the Light: How y-Glutamylmethionine Turns From Fleeting
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Gamma-glutamylmethionine (y-Glu-Met) is a dipeptide composed of gamma-glutamate
and methionine. It is biologically relevant, as it can originate from protein digestion or
cellular catabolism.

This study investigates the photo-oxidation of y-Glu-Met using time-resolved laser flash
photolysis and high-resolution mass spectrometry. The triplet excited state of
3-carboxybenzophenone was used as a photo-sensitized oxidant under aqueous conditions.
Several stable photoproducts were identified and structurally elucidated through MS/MS
fragmentation analysis. Time-resolved measurements complemented these findings by
providing kinetic and mechanistic insight into the formation and transformation of short-
lived intermediates.

Our results demonstrate clear pH-dependent differences in the reaction pathways. Notably,
we observed decarboxylation followed by an unexpected intramolecular ring closure,
revealing a novel transformation route during the photochemical oxidation of this sulfur-
containing peptide.

This work was supported by the National Science Centre, Poland (Grant Number: UMO-
2017/27/B/ST4/00375)
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Figure 1. Steady-state product formation following y -Glu-Met sensitized photo-oxidation reaction —
an unexpected intramolecular ring closure.
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Background: HNO donors show cardiovascular and anticoagulant properties. Recently we
have synthetized new water-soluble HNO donors based on structure of Piloty’s Acid (PA)
releasing HNO at pH=7.4, 37°C with half-life of 3.6, 33 or 42 min for 2-Cl-4-COOH-PA (CI-
PA), 2-F-4-COOH-PA (F-PA) and 2-CH3-4-COOH-PA (CHs-PA) derivatives, respectively.

Aim: to show antiplatelet activity of new substances and evaluate involvement of
eicosanoid pathway inhibition in this action ex vivo.

Methods: Green Fluorescent Protein mice (C57BL6-based) were intravenously
administered with PBS buffer (control, 2ml/kg) or CI-PA at doses of 1, 3, 10 or 30 pmol/kg.
10min after blood was collected, then applied by an infusion pump to a collagen-coated
chamber (laminar flow, "arterial shear rate" of 1000s”-1, 4min) according to our previous
reports. The collagen surface containing aggregates was additionally incubated with
annexinV/Alexa647 to stain phosphatidylserine (PS) exposed by platelets. Then, the surface
was analyzed: the GFP signal of clot-forming platelets aggregates and the red fluorescence
signal from PS-exposing-platelets were measured.

Wistar rats were given with PBS (2ml/kg) or F-PA or CH3-PA at a doses of 1, 3, 10 or 30
umol/kg, then arterial thrombosis was induced in carotid artery by endothelium electrical
damage (1 mA, 10 min). After 50 min of thrombosis progression, blood was collected from
the heart, then eicosanoids were generated in aggregation cuvettes by vigorous stirring
causing shear stress activating eicosanoid synthesis. Gas conditions in the incubation
chamber (80% N3, 19.5% CO,, 0.5% O3) mimic physiological partial pressures. Thromboxane
B, (TxB,), stable metabolite of platelet derived/activating TxA, of eicosanoid pathway, in
the samples were HPLC-analyzed.
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Results/conclusions (Table 1): CI-PA in mice causes significantly decreased platelet
accumulation and PS exposition. In turn, in thrombotic rat treated with F-PA or CHs-PA,
eicosanoids synthesis, including TxB,, is significantly decreased. Taken together, HNO
donors exerts strong antiplatelet effect, at least partially dependent on inhibition TxA;
production.

Research founded: Polish National Science Centre grant 2021/43/B/NZ7/01903.

Table 1. Mice green and red platelet fluorescence intensity after collagen stimulation in flow chamber
corresponding to platelet accumulation and platelet PS exposition and TxB2 concentrations after ex vivo
eicosanoid pathway activation by vigorous stirring in blood of thrombotic rat. ). t-Student’s or Mann-Whitney
(while no normal distribution) tests were used to evaluate the significance of differences between tested
substances and vehicle. Data are presented as mean+SEM; *p<0.05; **p<0.01, ***p<0.001 vs VEH.

VEH NaNO:2 Cl-PA Cl-PA Cl-PA CI-PA F-PA CHs-PA
(PBS) 30 30 10 3 1 30 30
2ml/k | pmol/kg | umol/kg | umol/kg | umol/kg umol/kg | umol/kg | umol/kg
g

Mice green | 11 79 6.80 6.76 10.35 6.38

platelet - +1.33 - -
+3.77 +2.57%* +1.28%** +0.79%**

fluorescence Hkk

Mice red

latelet 32.07 ) 15.12 19.95 25.6 17.61 ) )

P +1.52 £0.76%** | £0.90% | +1.41% | +1.30%**

fluorescence

TxB:2

Ec;:cslgt;:t;c; 0.15 0.03 ] ] ] ] 0.01 0.016

. +0.02 +0.02%* +0.002%* +0.01%*
thrombotic
rat [ug/ml]
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Background: HNO (nitroxyl, azanone) is gaseous endogenic moiety reported to possess
cardiovascular and antiplatelet effects. Most of HNO donors are water insoluble or show
clinically unacceptable kinetics of HNO release. We have synthetized new, water-soluble
donors of HNO based on Piloty’s Acid (PA) moiety para-substituted with carboxyl group (for
water solubility) and with Br- or methyl-ortho-substituents (regulating HNO release,
pH=7.4, 37C) with Ty/> of 2.1 or 42.0minutes, respectively.

The aim of study: to show antiplatelet activity of newly-synthetized HNO donors: 2-Br-4-
COOH-PA (Br-PA) and 2-methyl-4-COOH-PA (CHs-PA) under in vivo conditions in various
time points after intravenous administration in doses of 30pumol/kg each. Inactivated Br-PA
or CHs-PA or vehicle (Phosphate Buffered 0,9% Saline, PBS, 2 ml/kg) were used as control.
Methods. Laser-induced thrombosis with real-time fluorescent visualization in mesenteric
vein of anesthetized Green Fluorescent Protein (GFP) mice (C57BL6-based) was used.
Accumulation of GFP platelets represented thrombus volume/area. Additionally, in Br-PA
experiment, AnnexinV/Alexa647 (2ug/g, intravenously) was injected to visualize platelet-
exposed phosphatidylserine. Thrombus area and/or annexin fluorescence intensity were
quantified with Imagel software. Thrombi area plotted against time were used to calculate
area under the curve (AUC).

Results. Both of tested substances decreased platelet accumulation and platelet
accumulation/activation in area of thrombotic laser-induced injury versus VEH or
inactivated Br-PA or CH3-PA in accordance to kinetics of HNO release (Tablel). The effect of
short-lasting moiety was more pronounced after 15/35minutes, while the effects of long-
lasting donor were developed 50/65minutes after administration.

Conclusion. For the first time we have shown intravitally antiplatelet and antithrombotic
effect of water-soluble PA-based HNO donors. It involves decrease in thrombus
volume/area and inhibition of platelet phosphatidylserine expression in the area of
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thrombosis. The experiment shows that water-soluble HNO donors are promising

precursors for pharmacological platelet inhibition.
Research founded by Polish National Science Centre grant OPUS 2021/43/B/NZ7/01903
and Medical University of Bialystok grants B.SUB.23.359 and B.SUB.24.305 and

B.SUB.25.300.

Table 1. Antiplatelet effects of 2-F-4-COOH-PA (F-PA) 2-Br-4-COOH-PA (Br-PA). t-
Student’s or Mann-Whitney (when data deviated from normal distribution) tests
were used to evaluate the significance of differences between tested substances and
vehicle. Data are presented as meanzSEM; a=5%; *p<0.05; **p<0.01 after 15 or 65
minutes, respectively, n=6-12. AUC, area under the curve.

Time after iv Thrombus volume/area AUC Platelet activation AUC [Red
administration [Green fluorescence, fluorescence, intensity of
[minutes] Megapixels in region of interest] | flurescence, arbitrary units]

VEH (PBS, 2 ml/kg)
15" minute 18.44+2.27 10.66+1.09
65™ minute 17.99+3.01 No data

Br-PA, 30 umol/kg
5" minute 12.55+5.14 8.54+1.71
15" minute 5.34+1.01** 4,98+2.15*
35™ minute 9.19+3.59* 4.70+2.89*
50" minute 25.845.73 11.38+3.01
65™ minute 20.05+3.13 9.99+2.01

Inactivated Br-PA, 30 pumol/kg

15" minute 24.3347.29 | 13.01+2.03

CH3-PA, 30umol/kg
5% minute 15.87+4.11 No data
15" minute 15.42+3.98 No data
35" minute 16.05+4.80 No data
50" minute 12.43+1.97* No data
65" minute 9.29+2.19* No data

Inactivated CH3-PA, 30 umol/kg

65" minute 16.10+4.41 | No data
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Background: Cardiovascular diseases, including thromboembolism, account for the highest
percentage of deaths worldwide. Therefore, the search for new, more effective antiplatelet
drugs is essential. New HNO-releasing derivatives of Piloty's acid show beneficial effects on
the circulatory system and may be a therapeutic option for thrombotic complications of
various civilization diseases.

The aim of this study was to evaluate the antithrombotic properties of novel water-soluble
HNO donors. These are Piloty's acid derivatives ortho-substituted by fluorine or bromine
atoms and para-substituted by a carboxyl group (to improve their water solubility): 2-F-4-
COOH-PA (F-PA) and 2-Br-4-COOH-PA (Br-PA). These donors release HNO in aqueous
solutions at pH 7.4 and 37°C, with T1/2 = 42.0 min and 2.1 min, respectively.

Methods: We used method of electrically-induced thrombosis in Wistar rat carotid artery
with ex vivo evaluation of collagen-induced platelet aggregation in whole blood
(impedance method). Classical coaguology parameters (PT, aPTT, TT, Fibrinogen level) and
blood cell count were also evaluated. F-PA, Br-PA (1, 3, 10, 30 umol/kg), acetylsalicylic acid
(ASA, 150 mg/kg), sodium nitrite (15 umol/kg, an inorganic NO donor) and PBS buffer (VEH,
2 ml/kg) were administered iv 10 min before the stimulation (1 mA, 10 min). After 50 min
of thrombosis progression clot was extracted and weighed after 24 hours.

Results: F-PA and Br-PA decreased arterial thrombus weight in a dose-dependent manner
and in some groups decreased aggregation. Antithrombotic effect is of similar potency to
ASA and nitrite (Table 1). No statistically significant changes were observed in blood cell
count and coaguology parameters.

In conclusion, for the first time we have shown antithrombotic effect of water soluble
Piloty’s acid-based HNO donors. It involves platelet inhibition, but not blood coagulation
cascade inhibition. Further research into other such derivatives and their mechanisms of
action is fully warranted to create advances in area of drug candidates for
thromboembolism treatment.
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Research founded by Polish National Science Centre grant 2021/43/B/NZ7/01903.

Table 1. Antithrombotic and antiplatelet effects of 2-F-4-COOH-PA (F-PA) 2-Br-4-COOH-PA
(Br-PA) and acetylsalicylic acid (ASA), and sodium nitrite. We used Mann-Whitney test,

while the results are reported as meantSEM; *p<0.05; **p<0.01 vs VEH, n=8-12.

VEH ASA nitrite F-PA F-PA F-PA Br-PA Br-PA Br-PA  |Br-PA
150 15umol | 1 3 10 1 3 10 30
mg /kg pumol pumol pumol pmol pmol umol  [umol
/ke /kg /kg /kg /ke /ke /ke /keg
Arterial 0.98+ | 0.67+ | 0.61% 0.84+ | 0.73% 0.71+ | 0.57¢ 0.69+ | 0.63+ |0.63%
thrombus 0.05 0.11* | 0.15* 0.09 0.05** 0.10* | 0.02** 0.11* 0.09** |0.07**
weight [mg]
Whole blood 5.28+ 291+ No data 2.03+ 3.22+ No 4.77+ 3.73+ 3.62+ [2.18%
platelet 0.51 0.70** 0.63** | 0.43* data 1.30 0.44 1.18 0.74*
aggregation
maximal
amplitude at
6th min. of
aggregation
curve [Q]
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