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AUTOREFERAT

1. Imig¢ i nazwisko

Hanna Lewandowska-Siwkiewicz

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe.

e Stopien doktora nauk chemicznych w zakresie chemii nadany uchwalg Rady
Naukowej Instytutu Chemii i Techniki Jadrowej z dnia 23.02.2006. Tytul rozprawy
doktorskiej: ,,Powstawanie, struktura i przemiany dinitrozylowych komplekséw zelaza
w modelowych uktadach biologicznych”. Promotorem w przewodzie doktorskim byt
prof. dr hab. Marcin Kruszewski (Zaktad Naukowy — Centrum Radiobiologii
i Dozymetrii Biologicznej, Instytut Chemii i Techniki Jadrowej), a recenzentami: Prof.
dr hab. Grzegorz Bartosz (Katedra Biofizyki Molekularnej, Wydzial Biologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu £.6dzkiego) oraz Prof. dr hab. Lidia Gebicka
(Miedzyresortowy Instytut Techniki Radiacyjnej, Wydzial Chemiczny Politechniki
Lodzkiej).

e Tytul magistra chemii uzyskany na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego;
11.06.2001. Tytut pracy magisterskiej: ,Synteza ibadanie wlasciwosci
fizykochemicznych i biologicznych kompleksow diaminocukrowych Pd iPt”.
Promotorem pracy byta Prof. dr hab. Krystyna Maria Anna Samochocka (Zaktad
Fizyki i Radiochemii, Wydzial Chemii Uniwersytetu Warszawskiego). Opiekunem
pracy byl Prof. W. Priebe (MD Anderson Cancer Center).

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

e 2001-2006: asystent w Zaktadzie Naukowym — Centrum Radiobiologii i Dozymetrii
Biologicznej Instytutu Chemii i Techniki Jadrowej

e 10012006 - 01 11 2008 urlop macierzynski/wychowawczy

e 2008-2010: adiunkt w Zaktadzie Naukowym — Centrum Radiobiologii i Dozymetrii
Biologicznej Instytutu Chemii i Techniki Jadrowe;j

e 27032010 - 27 03 2013 urlop macierzynski/wychowawczy

e 2013-obecnie: adiunkt w Zaktadzie Naukowym — Centrum Radiobiologii i Dozymetrii
Biologicznej Instytutu Chemii i Techniki Jadrowej

4. Wskazanie osiagni¢cia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule

w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz.
1311.).
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a) Tytul osiagnigcia naukowego

Dinitrozylowe kompleksy zelaza — synteza, struktura i biologia.

b) Autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci
wydawniczy.

Na dzieto sktada si¢ 8 publikacji wymienionych w tabeli 1.:

Tabela 1. Lista publikacji wchodzacych w sktad osiagniecia naukowego.

A

Lewandowska H, Meczynska S, Sochanowicz B, Sadlo J, Kruszewski M. Crucial
role of lysosomal iron in the formation of dinitrosyl iron complexes in vivo. J Biol
Inorg Chem. 2007;12(3):345-52.

Lewandowska H, Kalinowska M, Brzoska K, Wojciuk K, Wojciuk G, Kruszewski M.
Nitrosyl iron complexes—synthesis, structure and biology. Dalton Trans.
2011;40(33):8273-89.

Lewandowska H, Stepkowski TM, Sadlo J, Wojciuk GP, Wojciuk KE, Rodger A,

Kruszewski M. Coordination of iron ions in the form of histidinyl dinitrosyl complexes
does not prevent their genotoxicity. Bioorg Med Chem. 2012;20(22):6732-8.

Lewandowska H. Spectroscopic Characterization of Nitrosyl Complexes. Struct Bond.
2014;153:115-66.

Lewandowska H. Coordination Chemistry of Nitrosyls and Its Biochemical
Implications. Struct Bond. 2014;153:45-114.

Lewandowska H, Sadto J, Meczynska S, Stepkowski TM, Wojciuk G, Kruszewski M.
Formation of glutathionyl dinitrosyl iron complexes protects against iron genotoxicity.
Dalton Trans. 2015;44(28):12640-52.

Lewandowska H, Meczynska-Wielgosz S, Sikorska K, Sadto J, Dudek J, Kruszewski
M. LDL dinitrosyl iron complex: A new transferrin-independent route for iron delivery
in hepatocytes. BioFactors. 2018;44(2):192-201.

Lewandowska H, Stepkowski TM, Mgczynska-Wielgosz S, Sikorska K, Sadto J, Dudek
J, Kruszewski M. LDL dinitrosyl iron complex acts as an iron donor in mouse
macrophages. J Inorg Biochem. 2018;188:29-37.

Sumaryczny wspotczynnik oddzialywania czasopism, W ktoérych ukazaly si¢ publikacje
wchodzace w sktad osiggniecia naukowego, zgodnie z rokiem opublikowania — 24.164

Liczba punktow MNiSW za publikacje wchodzace w sktad osiggnigcia naukowego — 295

Liczba cytowan publikacji wchodzacych w sklad osiggnigcia naukowego do dnia ztozenia
whniosku (wg bazy Web of Science) — 78
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c) Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnigtych wynikow wraz
z omdéwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Odnos$niki do prac wchodzacych w sktad rozprawy oznaczono W teks$cie duzymi
literami alfabetu w nawiasach kwadratowych, wedtug tabeli 1.

Wprowadzenie

Dinitrozylowe kompleksy zelaza stanowig jedng z aktywnych form, w jakiej
wystepuje tlenek azotu (II), NO, biologiczna czgsteczka sygnalizacyjna. NO jest kluczowym
bioprzekaznikiem u kregowcoOw, odgrywajacym role w roznych procesach [1]. Jest to znany
bioprodukt w prawie wszystkich typach organizméw, od bakterii po rosliny, grzyby i komorki
zwierzece. Tlenek azotu(Il) (NO) zostal zidentyfikowany jako srodblonkowy czynnik
relaksujacy (EDRF — ang. endothelium-derived relaxing factor) czyli substancja
odpowiedzialna za rozszerzanie migs$ni gtadkich naczyn krwiono$nych i w efekcie regulujaca
cisnienie krwi. Tlenek azotu (II) ijego kompleksy posrednicza takze w przewodzeniu
sygnalow nerwowych, regulacji odpowiedzi immunologicznej iapoptozy [2]. Z uwagi na
swo] wolnorodnikowy charakter, NO jest jednocze$nie silnie szkodliwy dla skladnikéw
komorki. Przyjmuje si¢, ze fizjologiczne st¢zenia NO osiggaja kilka nanomoli, a st¢zenia
obserwowane w stanach patologicznych (zapalenie) siegaja mikromoli [3]. Nadprodukcja NO
czesto towarzyszy wystepowaniu chorob neurodegeneracyjnych [4, 5]. Ze wzglgdu na wysoki
wspoétezynnik dyfuzji i rodnikowy charakter, NO jest w §rodowisku komorkowym czasteczka
o krotkim czasie pottrwania. Za stabilng forme NO obok nitrozotioli uznawane sa wlasnie
nitrozylowe kompleksy zelaza, w ktérych powinowactwo NO do atoméw Zzelaza skutkuje
mocno zdelokalizowanym uktadem elektronowym na grupie Fe-N-O. To z kolei pozwala na
zachowanie formy wolnorodnikowej, jednoczesnie chronigc komorki przed niebezpiecznymi
skutkami dziatania rodnika.

Wsrod mozliwych nitrozylowych kompleksow zZelaza obserwowanych w uktadach
biologicznych najbardziej powszechnie spotykane s3 mononitrozylowe kompleksy
z porfirynami, mono- i dinitrozylowe kompleksy z centrami siarkowo-zelazowymi biatek oraz
niespecyficznie zwigzane dinitrozylowe kompleksy biatkowe. Jednocentrowe kompleksy
dinitrozylowe (DNIC) daja si¢ tatwo obserwowaé W tkankach za pomocag spektroskopii
rezonansu magnetycznego (EPR), dzieki swojej paramagnetycznej naturze. Ostatnio istnieje
coraz wigcej danych na temat funkcji regulatorowych (przeglad w pracach [B] i [E]).

W DNIC atom centralny, zgodnie z notacja Enemarka i Felthama [6] bedacy jonem
zelaza na formalnym stopniu utlenienia okreslanym jako +1, jest zwigzany W pierwszej strefie
koordynacji z dwiema czasteczkami NO inajczgéciej dwoma innymi ligandami, ktore
koordynuja przez grup¢ tiolanowa, aminowa, iminowa lub karboksylowa. Badania DNIC
technikg EPR pozwolity na okreslenie struktury przestrzennej tych komplekséw w roztworach
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wodnych i niejednokrotnie sugerowaly wystgpowanie w pierwszej sferze koordynacyjnej
dodatkowych ligandéw (np. wody). Formy krystaliczne uzyskane z rozpuszczalnikow
niepolarnych na og6l nie maja charakteru rodnikowego. Ilosciowa charakterystyka cech
spektralnych matej grupy atomoéw tworzacych rdzen reaktywnego centrum moze os$wietli¢
mechanizmy dziatania i regulacji ztozonych bioczasteczek. Dlatego poza badaniem enzyméow
zawierajacych hemowe i nichemowe centra zelazowe, tworzenie nitrozylowych kompleksow
ztymi centrami pomaga W wyjasnianiu zmian zachodzacych w strukturze wielu
biologicznych ligandow.

Odnoénie struktury elektronowej rdzenia [Fe(NO),] obecnego w DNIC, znane stabilne
DNIC mozna podzielié na trzy grupy: paramagnetyczne jednojadrzaste [Fe(NO),]° DNIC,
dimeryczne formy [[Fe(NO),]’],, ktére sa diamagnetyczne ze wzgledu na parowanie
elektronéw oraz diamagnetyczne [Fe(NO),]*° DNIC. Skiad DNIC zmienia si¢ W zaleznosci
od warunkéw, wjakich si¢ tworza. Ligandy zawarte w kompleksach typu [Fe(NO),]°
obserwowanych w materiatach biologicznych to (i) grupy tiolanowe aminokwasow (ii)
nieorganiczne atomy siarki w centrach zelazowo-siarkowych, (ii) pierScienie imidazolowe
obecne np. w histydynie i purynach, (iii) pierscienie pirolowe porfiryn [7, 8]. Diamagnetyczne
centra [Fe(NO),]*° DNIC sa natomiast koordynowane przez ligandy zawierajace CO, PPhg i N
[9]. Paramagnetyczne DNIC zostaly odkryte jako pierwsze znane kompleksy tlenku azotu
naturalnie wystepujace W zywych organizmach na dlugo przed rozpoznaniem potencjatu
tlenku azotu w bioregulacji [1].

DNIC powstaja W organizmach zywych w warunkach fizjologicznych
i patologicznych zwigzanych ze stanem zapalnym, reperfuzja po niedokrwieniu, chorobami
uktadu nerwowego (np. choroba Parkinsona), nowotworami czy zespotem odrzucenia
przeszczepu. Powstawanie DNIC zwigzane jest z intensywna produkcja tlenku azotu przez
makrofagi, komorki nerwowe, §rodbtonek, komoérki Langerhansa lub hepatocyty [10].

DNIC s3 waznym czynnikiem w procesach komorkowych zaleznych od NO (przeglad
w pracy [B], [E]). W przypadku $mierci komoérkowej wywotlanej za posrednictwem NO
tworzenie DNIC moze ostabi¢ cytotoksycznos¢ NO [11]. Tworzenie DNIC moze odgrywaé
rolg ochronng ze wzgledu na ich wyzsza stabilno$¢ niz w przypadku NO [12]. Denninger i in.
odkryli, ze tworzenie DNIC zmniejsza komorkowa pulg labilnego zelaza (labile iron pool,
LIP), zdefiniowang jako pula stabo chelatowanego Zelaza w postaci kompleksow o niskiej
masie czasteczkowej, przez co komorka jest mniej podatna na stres oksydacyjny [13].
W kilku pracach mozna spotkac opinig, ze LIP jest docelowym miejscem wigzania wigkszoS$ci
pojawiajacych si¢ W komoérce rodnikow NO [14-16]. Te doniesienia implikujg role DNIC
w komoérkowych mechanizmach ochrony przed wzrostem puli labilnego zelaza podczas stanu
zapalnego. Oprocz pozytywnej roli regulatorowej opisanej powyzej, DNIC sg rowniez znane
ze swoich toksycznych efektow [17]. W szczegdlnoscei diglutationylowy DNIC jest silnym
i nieodwracalnym inhibitorem reduktazy glutationowej [18, 19].
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Motywacja do podjecia badan

Celem prac wchodzacych w sktad prezentowanego osiagnigcia naukowego byto lepsze
poznanie znaczenia roli dinitrozylowych kompleksow zelaza w uktadach biologicznych oraz
proba znalezienia praktycznych zastosowan uzyskanej wiedzy. W roku 2006 obecnos¢
paramagnetycznych dinitrozylowych kompleksow zelaza, szczegodlnie w warunkach stanu
zapalnego w organizmie bylta juz dobrze znana i zaobserwowana, jednak pozostawalo szereg
pytan dotyczacych pochodzenia inatury DNIC w ukladach biologicznych, ich
stabilnosci, struktury oraz funkcji regulatorowych. Do wyjasnienia pozostawaly
nastepujace zagadnienia:

e Jakie jest pochodzenie jonow Zzelaza bioragcych udzial w tworzeniu DNIC w uktadach
biologicznych. Ze wzgledu na niezwykle wihasciwosci oksydoredukcyjne, zelazo jest
nazywane pierwiastkiem zycia [20]. Odgrywa istotng rol¢ w katalizie reakcji
enzymatycznych, ktére obejmujg transfer elektronu. Potencjat oksydoredukcyjny zelaza
ulega silnej modulacji pod wplywem pola ligandow. Zuwagi na wilasciwosci
oksydoredukcyjne, metabolizm zelaza w komoérce podlega bardzo S$cistej kontroli.
Praktycznie cate komorkowe zelazo jest zwigzane z biatkami. Przechowywane w formie
zwigzanej z ferrytyng, ulega uwolnieniu w lizosomach w celu natychmiastowego
kontrolowanego wilaczenia do centrow aktywnych biatek. Jednak, poniewaz proces
wilaczania zelaza w obreb centréw zachodzi w réznych przedziatach komoérkowych (np.
ferrochelataza wlacza zelazo do hemu w mitochodriach), w komorce jest dostgpna pewna
pula Zelaza stabo zwigzanego z niskoczasteczkowymi ligandami, okreslana jako ‘pula
labilnego zelaza’ (labile iron pool, LIP). Odpowiedzi wymagato pytanie, w jakim stopniu
w tworzeniu DNIC uczestniczy cytozolowa LIP, w jakim zelazo uwalniane z ferrytyny
w lizosomach a w jakim pula zelaza pochodzacego z centréw zelazowo-siarkowych badz
porfirynowych.

e Pytanie o natur¢ ligandow bioragcych udzial w tworzeniu biologicznych DNIC: Kwestig
nierozstrzygni¢ta bylo czy sa to ligandy o niskiej masie czgsteczkowej, jak szereg
polipeptydow obecnych W komodrkach (m. inn. glutation, karnozyna, anseryna,
angiotensyna), czy gtdbwnym celem tworzenia DNIC sg atomy centrow aktywnych biatek
oraz ligandy wchodzace w sktad strefy koordynacyjnej metalu w tych centrach, czy tez za
wzrost poziomu DNIC pod wplywem dzialania NO odpowiadaja reakcje
niespecyficznego laczenia si¢ jonu centralnego z dwiema grupami NO i przypadkowymi
resztami komorkowych biatek.

e Za pomoca jakich grup funkcyjnych wyzej wymienione ligandy wchodza do strefy
koordynacyjnej DNIC i w jakim stopniu charakter chemiczny utworzonych kompleksow
zalezy od rodzaju ugrupowania wchodzacego W sktad strefy koordynacyjnej. Posrod
gléwnych donorow elektronowych typowanych jako te, ktére moga tworzy¢ DNIC
w komorkach uwazano atomy siarki grup tiolanowych [21] oraz atomy azotu pierscieni
imidazolowych [22]. Oba te ugrupowania, dostgpne W aminokwasach wystepuja zarowno
w biatkach, matych peptydach, jak i w strefach koordynacyjnych centrow aktywnych.
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Spodziewano sig¢, ze stabilno$¢ i zdolnos¢ regulatorowa powstajgcych DNIC bedzie
W duzym stopniu zalezata od otoczenia jonu centralnego.

e Jakie jeszcze inne funkcje, oprocz poznanej funkcji przenosnika tlenku azotu, mogg
posiada¢ dinitrozylowe kompleksy zelaza w komodrkach, oraz czy tworzenie DNIC moze
by¢ wykorzystane W terapii do modulacji proceséw zaleznych od jondéw zelaza i tlenku
azotu (I1).

Podczas realizacji mojego osiagniecia naukowego odniostam si¢ do powyzszych
zagadnien a uzyskane przeze mnie wyniki pozwolily na udzielenie szeregu odpowiedzi.
Najwazniejsze wnioski wynikajace z niniejszego osiagni¢cia zostaly przedstawione
w podsumowaniu.

Metodologia

Podczas wykonywania badan zastosowalam szerokie spektrum metod, poczynajac od
metod fizykochemicznych poprzez biochemiczne do biologicznych. Wérdd zastosowanych
metod sg nizej wymienione:

* Spektroskopia UV/VIS, EPR, IR, dichroizmu kotowego (CD), korelacji fotonow
(DLYS), spektrofluorymetria,

» Atomowa spektrometria absorpcyjna,

* Spektrometria masowa (MALDI),

» Metody biologii molekularnej (RT- PCR),

* Metody cytologiczne (MTT),

* Test cigcia DNA plazmidowego,

* Metody biochemiczne (frakcjonowanie bialek, organelli)

Zastosowanie szerokiego spektrum metod pozwolilo mi na powigzanie zagadnien
dotyczacych struktury DNIC z ich oddziatywaniami w uktadach biologicznych.

Streszczenie osiggni¢cia naukowego

DNIC o matlej masie czgsteczkowe] moga shuzy¢ jako nosniki NO [23] iich
pojawianie si¢ jest zwigzane Z produkcja NO w licznych uktadach biologicznych [10].
Wykazano takze, ze DNIC katalizuja proces S-nitrozylacji biatek [24, 25]. W zywych
komorkach prawdopodobnym Zrédlem Zelaza do tworzenia DNIC s3 bialtka Zelazowe i/lub
LIP, ktora stanowi punkt styczny dla procesow wewnatrzkomoérkowego obrotu Zelaza.
Najprawdopodobniej LIP sktada si¢ z obu postaci zelaza jonowego (Fe2+ i Fe3+) Zwigzanego
z wieloma ligandami o niskim powinowactwie do jonéw zelaza. Pomimo swojej tajemniczej
natury, LIP jest wazng pulg zelaza komorkowego, biorgcg udzial w réznych procesach
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fizjologicznych (przeglad w [26]). Juz wroku 2006 (rok realizacji pracy [A]) istniaty
przestanki, ze lizosomy sg waznym zrodtem komorkowego LIP oraz ze lizosomalny LIP jest
waznym efektorem uszkodzen generowanych podczas stresu oksydacyjnego [27]. Lizosomy
sa  organellami, ktore rozkladaja  makromolekuty = pochodzace  z przestrzeni
zewnatrzkomoérkowej lub z wngtrza komorki i s3 odpowiedzialne za normalny obroét organelli
i duzych biatek, takich jak ferrytyna [28-30]. Zelazo pochodzace z lizosomu bylo
postulowane jako konieczne do indukowanego przez nadtlenek wodoru efektu
cytotoksycznego [31], uszkodzen DNA iapoptozy [32]. Sugerowano, ze destabilizacja
lizosomowa jest waznym czynnikiem w indukowanej promieniowaniem $mierci komorkowej
wynikajacej z degradacji biatek zelazowych i jednoczesnego dziatania reaktywnych form
tlenu (reactive oxygen species, ROS) [33]. Zatem zelazo lizosomalne moze roéwniez
uczestniczy¢ w tworzeniu DNIC w zywych komorkach.

Aby przetestowac te hipoteze, w pracy [A] uzylam dwoch zelazowych chelatorow:
salicylaldehydu, izonikotynoilohydrazonu (SIH), chelatora zelaza, ktory tatwo przenika
wszystkie przedzialty komorkowe [34] imesylanu desferrioksaminy (DFO), ktory jest
pobierany glownie przez endocytoze i lokalizuje si¢ prawie wylacznie W obrgbie przedziatu
lizosomalnego [35, 36]. Tworzenie DNIC rejestrowano przy uzyciu elektronowego rezonansu
paramagnetycznego. Oba czynniki chelatujagce zahamowaty tworzenie DNIC do 50% po 6
godzinach traktowania. Wyrazne zahamowanie tworzenia DNIC pod wplywem dzialania
DFO udowadnia kluczowg role zelaza lizosomalnego w tworzeniu
wewnatrzkomorkowych DNIC.

Aby doktadniej zbada¢ role zelaza lizosomalnego w tworzeniu DNIC, zapobiezono
proteolizie lizosomalnej przez wstepne traktowanie catych komorek NH4Cl. Traktowanie za
pomoca NH4Cl hamowalo tworzenie DNIC w sposob zalezny od czasu, co wskazuje na
znaczenie degradacji biatek zelazowych w tworzeniu DNIC in vivo. Podsumowujac, praca
[A] dostarczyla dowodéw, ze zelazo lizosomalne odgrywa kluczowa role w tworzeniu
DNIC w warunkach in vivo. Degradacja metaloprotein zawierajacych zelazo jest wazna
dla tego procesu.

Wiasciwosci  strukturalne i spektroskopowe  w zestawieniu  z obliczeniami
teoretycznymi pozwalajag na odpowiednie przypisanie struktury elektronowej grupy MNO.
Niemniej jednak nalezy zachowad ostrozno$¢ przy interpretacji tych wynikow (tj. przy
przypisywaniu konkretnych stanéw utlenienia metalowi i ligandowi NO), ze wzgledu na
zdelokalizowany charakter gestosci elektronowej. Wérod metod spektroskopowych, ktore sa
najbardziej przydatne w badaniu komplekséw nitrozylowych, sa te stosowane tradycyjnie
w badaniach strukturalnych, tj. IR, EPR, UV-Vis, rezonansowy Raman, ale takze bardziej
specyficzne, takie jak spektroskopia Mossbauera [37], absorpcja rentgenowska (XAS) [38],
magnetyczny dichroizm kotowy (CD) [39] i spektroskopia rezonansu paramagnetycznego
(EPR), pomiary wrazliwosci magnetycznej iobrazowanie metodg rezonansu
paramagnetycznego dla systemow biologicznych [40]. Zaawansowane obliczenia teoretyczne
s3 obecnie niezbedne przy interpretacji wynikow pomiardéw spektroskopowych.
W przegladzie [D] (artykul na zaproszenie) przedstawilam podsumowanie wynikow
uzyskanych do chwili obecnej za pomoca najbardziej powszechnych metod badania
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nitrozylowych komplekséw metali. Wyszczegolnitam i oméowilam kwestie, ktore mozna
rozwigzac¢ za pomoca tych metod.

Wykazano, ze DNIC o niskiej masie czasteczkowej powoduja dwa typy
nitrozylacyjnych modyfikacji biatek, tworzac albo S-nitrozotiole biatek, albo zwigzane
z biatkiem DNIC [41]. Jak wspomniano DNIC uczestniczg jako zwigzki posrednie
w katalizowanym zelazem rozktadzie i tworzeniu S -nitrozotioli [42, 43]. Niedawno uznano
DNIC za potencjalng nowa klas¢ donorow NO [44]. W zaleznosci od wlasciwosci ligandu
w zakresie rozktadu tadunku elektronowego mozna wymodelowaé zdolno$¢ przekazywania
NO przez DNIC [27], co umozliwia kontrolowanie przechowywania i transportu NO
w formie DNIC. Opracowano synteze licznych preparatow tego typu i obecnie sg one badane
jako donory tlenku azotu w biologii imedycynie, ze wzgledu na stosunkowo niska
toksyczno$¢ i1 dobrg stabilno$¢ [45-48]. W pracy [B] zamiescitam przeglad wiedzy na
temat struktury, wlasciwosci chemicznych, dzialania biologicznego i syntezy DNIC, jaki
byl aktualny w roku 2011. Z owej pracy przegladowej wynikato, ze pomimo wielu prob nie
wyjasniono jednoznacznie ani struktury chemicznej, ani biologicznego znaczenia
wytworzonych in vivo DNIC o niskiej masie czgsteczkowej. W literaturze proponowano dwa
glowne miejsca wigzace dla niskoczasteczkowych kompleksow Fe-NO z ligandami: (i)
ligandy zawierajace siarke (II), takie jak glutation [21], i (ii) pierscienie imidazolowe obecne
w ugrupowaniach takich jak histydyna lub puryny [22]. Stwierdzono, Zze paramagnetyczne
DNIC znalezione w tkankach na ogot charakteryzuja si¢ widmami EPR o warto$ci
izotropowej g okoto 2,03 [49]. Sygnaly EPR DNIC zostaly zaobserwowane m. in.
W ekstraktach ze szczurzej watroby po podaniu pewnych chemicznych czynnikow
rakotworczych [50], charakterystyczny sygnatl 2,03 uzyskano rowniez W niektorych
biomimetycznych zwigzkach, ktore shuzyly jako modele centréw zelazowo-Siarkowych
w biatkach ([2Fe-2S] lub [4Fe-4S]) reagujacych zNO [9, 51-53]. W przypadku
wysokoczasteczkowych DNIC (np. z biatkami) obserwuje si¢ osiowa symetri¢ tensora
czynnika g, np. g. 2.,04; g- 2,014, a w przypadku DNIC z ligandami o niskiej masie
czasteczkowej, jesli sygnal mierzony jest w temperaturze pokojowej w rozpuszczalniku,
obserwowany jest sygnat rombowy z powodu utatwionego obrotu czasteczki wokoét osi [54,
55]. Wartos$ci g roznig si¢ nieznacznie W zalezno$ci od charakteru ligandu, ale widma dla
kazdego konkretnego kompleksu nie sg odrdznialne W sposob, ktory pozwolitby traktowac
kazdy sygnat jako odcisk palca danego zwiazku (przeglad danych spektroskopowych
dotyczacych DNIC przedstawiono w pracy [D]). Niemniej jednak zaobserwowano pewne
prawidlowosci, ktore mogtyby by¢ podstawa do formutowania wnioskéw na temat otoczenia
jonu centralnego w paramagnetycznej grupie Fe(NO),, jesli sygnaty EPR zostatyby poddane
dekonwolucji i starannie przeanalizowane. Przyktad badania przedstawiajacego zalezno$é
symetrii sygnalu EPR w zwigzanym z biatkiem DNIC z rodzajem ligandu bioragcego udziat
w tworzeniu kompleksu mozna znalezé we wczesnej pracy Lee et al. [56]. Autorzy
udowodnili, ze sygnat EPR holoferrytyny jest kombinacjg tego, ktory pochodzi z kompleksow
zwigzanych Z resztami histydyny lub cysteiny. Dwa zwigzki dawaty nieco inne sygnaty EPR,
skupione wokot tej samej wartosci 2,03, ale wykazujace réozne symetrie - rombowe dla
kompleksu histydylowego i osiowe dla cysteinylowego. Podobne rozroznienie sygnatow
pochodzacych od DNIC z modelowym ligandem tiolanowym i histydynylowym jest
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zaprezentowane w pracach [C] i [F] niniejszego osiggnig¢cia. Prace [C] i[F] dostarczaja
analizy pochodzenia sygnaléow EPR w DNIC z modelowymi ligandami o znaczeniu
biologicznym. Pozwalaja niejednoznacznie przypisa¢ skladnik widma EPR do typu
ligandu bioracego udzial w koordynacji zelaza w DNIC.

Podczas gdy dinitrozylo-ditiolanowe kompleksy zelaza (II) sa dobrze
scharakteryzowane, rzadko badano biologiczne znaczenie DNIC, w ktorych role ligandu
pehity grupy imidazolowe. W bardzo wczesnej publikacji [22] zaproponowano, ze atom N7
pierscienia imidazolowego histydyny jest odpowiedzialny za koordynacj¢ zelaza w DNIC
z biatkami nie zawierajagcymi grup sulfhydrylowych. Dlatego, we wstepnych badaniach do
prac [C] i[F] wysztam od syntezy modelowych DNIC z tymi dwoma typami ligandow
(DNIC z glutationem, GS-DNIC iDNIC z histydyng, HIS-DNIC). W pracach [C] i[F]
zostal poruszony aspekt biologicznych oddzialywan DNIC zawierajacych rozne ligandy.

Zgodnie z literatura toksycznos$¢ sktadnikow DNIC wydaje si¢ wzajemnie zalezna.
Bostanci i Bagirici [57-59] opisali ostabienie neurotoksycznosci zelaza przez inhibitory
syntazy tlenku azotu. z drugiej strony obecnos¢ donoréw NO chroni przed nefrotoksyczno$cia
wywotang przez zelazo [60]. Pokazana w innej pracy [11] zdolnos¢ jondéw zelaza do ochrony
komoérek nowotworowych przed proapoptotycznymi skutkami dziatania NO jest zgodna
z tymi wynikami, pokazujac wzajemne powigzania toksycznosci tlenku azotu i zelaza.
Zbiezny aktywny transport zelaza i glutationu na zewnatrz komorek, ktory, jak dowiedziono,
jest zalezny od MRP1 [15, 61] stanowit przestanke, ze wewnatrzkomorkowe zelazo moze by¢
usuwane przy udziale MRP1 w postaci DNIC (co zostato ostateczne potwierdzone w roku
2012 [62]). Wykazano takze, ze obnizenie poziomu komorkowej puli glutationu uwrazliwia
komorki na dziatanie donoréw NO [63]. Wszystkie powyzsze przyktady wzajemnej
zaleznosci toksyczno$ci zelaza 1 NO sklonity nas do postawienia pytania, czy przyczyna
opisanych efektow moze po prostu by¢ wzajemne oddzialywanie chemiczne prowadzace do
tworzenia si¢ kompleksu. Celem badan opisanych w pracach [C] i[F] byta ocena, czy
tworzenie si¢ DNIC moze by¢ przyczyng obnizenia toksycznosci zelaza w obecnosci NO.
Podczas badan wstgpnych do tych prac zatozytam, ze mozliwe jest tworzenie DNIC
z ligandami 0 r6znych statych kompleksowania grupy Fe(NO),, zgodnie z sugestiami
zawartymi w literaturze. Dlatego, aby uzyska¢ wglad w mozliwe chemiczne aspekty
koegzystencji zelaza itlenku azotu w postaci DNIC, postanowitam zbadaé interakcje
pomiedzy niskoczasteczkowymi kompleksami DNIC z histydyng (praca [C]) oraz
glutationem (praca [F]) a DNA. Aby uzyska¢ wglagd w mechanizm oddziatywania DNIC
Z niciag DNA postuzytam si¢ metoda dichroizmu kotowego. Tworzenie kompleksow DNIC
monitorowatam za pomoca spektroskopii EPR, FT/IR oraz UV/VIS. Przypisatam takze pasma
wibracyjne dla wodnego roztworu HIS-DNIC. Wyniki dichroizmu kotowego wskazuja, ze
niskoczasteczkowe DNIC zmieniaja konformacj¢ DNA W sposob zalezny od dawki w pH 6.
Zwigkszenie pH buforu lub sity jonowej spowodowato zanik tego efektu. Poréwnanie
interakcji DNA-DNIC z efektem uwodnionego jonu Fe? , analiza wplywu pH i sily
jonowej oraz typu zmian konformacyjnych nici DNA pozwolily stwierdzi¢, ze
oddzialywanie DNIC-DNA ma charakter jonowy (prace [C] i [F]).
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O elektrostatycznym charakterze odziatywania obu modelowych komplekséw z nicig
DNA decyduje charakter jonu centralnego. Jednak, pomimo podobnego, jonowego charakteru
oddziatywanh z DNA zaréwno kompleksu zawierajacego grupy sulthydylowe jak
I imidazolowe, sktad strefy koordynacyjnej okazat si¢ mie¢ zasadnicze znaczenie dla efektu
DNIC na uszkodzenia DNA wywotywane W obecnosci reaktywnych form tlenu (nadtlenek
wodoru). Wptyw procesu tworzenia DNIC na genotoksyczno$¢ jondw zelaza zostat
potwierdzony w tescie ciecia plazmidowego DNA. Traktowanie plazmidu za pomocg jondw
zelaza skompleksowanych w formie HIS-DNIC w obecnosci H;0,, nie wptyneto na
intensywnos$¢ cigcia plazmidowego DNA. HIS-DNIC indukowat uszkodzenia nici DNA
W stopniu porownywalnym do wolnego jonu zelaza. Efekt zostal catkowicie zniesiony przez
dodanie deferoksaminy, specyficznego silnego chelatora zelaza. Nasze wyniki pokazuja, ze
tworzenie si¢ HIS-DNIC nie zapobiega uszkodzeniu DNA katalizowanemu przez zelazo.
Odmienny efekt uzyskatlam w przypadku sulfhydrylowego kompleksu DNIC-GSH.
Zaobserwowatam znaczaca redukcje peknie¢ plazmidowego DNA w przypadku zelaza
zwigzanego Z GS-DNIC, w poréwnaniu z efektem cigcia DNA przez wolne jony zelaza.
Przedstawione wyniki sg zgodne z obserwacjami Gorbunova i wsp. [64] oraz Lu i Koppenol
[65], ktorzy wykazali, ze wlaczanie zelaza w kompleksy nitrozylowe ostabia aktywno$é
zelaza w reakcji Fentona. Podsumowujac, udowodnilam, ze histydyna, a co za tym idzie
niskoczasteczkowe imidazolowe DNIC nie wplywaja ochronnie na genotoksycznos$¢
zelaza w warunkach biologicznej reakcji Fentona (praca [C]), podczas gdy tworzenie
DNIC z tiolami chroni przed genotoksycznym dzialaniem jonow zelaza (praca [F]).
Nalezy jeszcze raz podkresli¢, ze o efekcie ochronnym decyduje sktad DNIC a konkretnie
rodzaj zwigzanych ligandow. Przedstawione dane rzucaja S$wiatlo na mechanizm
wzajemnego genoochronnego dzialania jonéw Zelaza iNO, ktory wcze$niej
obserwowano iopisano w literaturze. Weryfikuja pochodzenie ligandéw majacych
wplyw na zaobserwowany ochronny efekt, eliminujac sposrod kandydatow grupy
imidazolowe. Uzupelniaja wiedz¢ takze na temat zwigzanego 7z zelazem -efektu
ochronnego NO w warunkach stresu oksydacyjnego.

Wiedza o konsekwencjach tworzenia DNIC wynikajaca z naszych badah oraz badan
innych autoréw, wedlug doniesien W literaturze $wiatowej, zostaly przeze mnie
podsumowane w pracy [E] (artykul na zaproszenie). Koncepcja tej pracy zakladata
opracowanie w formie podrecznikowej dotychczasowej wiedzy nt. biologicznych
konsekwencji chemii koordynacyjnej zwigzkow nitrozylowych. W niniejszej pracy
przedstawilam reprezentatywne Kklasy nitrozylowych komplekséw metali wraz
z aspektami strukturalnymi, ktore moga mie¢ konsekwencje dla biologicznego
funkcjonowania tych kompleksow. Podczas opracowania tego tematu zwrécitam uwage na
aplikacyjne aspekty chemii zwigzkow nitrozylowych jako donoréw tlenku azotu (zaréwno
w formie jonu nitrozylowego, nitrozoniowego jak i formy rodnikowej NO) i z tego wynikto
moje zainteresowanie rozwijaniem zastosowania DNIC jako donoréw tlenku azotu.
Jednocze$nie fakt wystepowania regulatora jakim jest DNIC w szlakach sygnalizacji
komorkowej [66] zainspirowal mnie do poszukiwania kompatybilnych biologicznie nosnikow
I wykorzystania naturalnych uktadéw. To zainteresowanie zaowocowato grantem NCN
2012/07/D/ST4/02177, w ktorym wraz ze wspotpracownikami skupitam si¢ na poszukiwaniu
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przeno$nikow grup nitrozyl-zelazowych o strukturach zblizonych do naturalnych, badz
nasladujacych naturalne miejsca wigzania DNIC w uktadach biologicznych. Efektem tych
badan sg prace [G] oraz [H], zgloszenie patentowe P-418581 (ktore otrzymalo ztoty medal
na IWIS) oraz raport techniczny [67].

Ze wzgledu na wzajemne zaleznosci miedzy NO, Fe i LDL w uktadzie sercowo-
naczyniowym szczegoélnie interesujagcym zagadnieniem wydato si¢ ustalenie, czy proces
tworzenia DNIC powszechnie obserwowany dla r6znych biatek przechodza takze czasteczki
lipoprotein i jaki jest biologiczny los dinitrozylowych komplekséw Zelaza z lipoproteinami.
Po raz pierwszy otrzymalam zelazo-nitrozylowany preparat LDL zawierajacy motyw
Fe(NO), (DNICLDL) i scharakteryzowatam go (praca [G]). W celu przetestowania jego
interakcji z potencjalnymi komoérkami docelowymi, DNICLDL podawatam do komorek
ludzkiego watrobiaka HepG2. Efekty poréwnatam z wywotanymi przez natywne czasteczki
LDL (nLDL) i utlenione czasteczki LDL (oxLDL, taczone z procesami agregacji ptytki
miazdzycowej). Podawanie DNICLDL znacznie zwigkszylo catkowita zawarto$¢ zelaza
w badanej linii komoérkowej, ale nie miato wplywu na poziom puli labilnych jonow
dwuwartosciowych (ulegajacych chelatacji kalceing). Stwierdzitam, ze DNICLDL jest mato
toksyczny dla komorek. Badanie sugeruje, ze DNICLDL moze by¢ potencjalnym
przeno$nikiem zelaza w postaci grup [Fe(NO),]. Niniejszym udowodnilam, ze
modyfikowane nanoczastki lipoproteiny o niskiej gestosci (DNICLDL) moga stuzy¢ jako
przenos$niki Fe i NO w postaci stabilnych kompleksow z bialkiem ApoB100 (bialko
skladowe LDL). W kolejnej pracy (praca [H]) skupitam si¢ na skutkach internalizacji
lipoprotein modyfikowanych DNIC w makrofagach, ze szczegdélnym uwzglednieniem ich
cytotoksycznosci. Za pomocg DNICLDL traktowatam modelowa lini¢ komorkowa mysich
makrofagéw, RAW 264.7. Podobnie jak w komoérkach watroby, takze w makrofagach
administracja DNICLDL znacznie zwi¢kszyla calkowita zawarto$¢ zelaza. Wysokiemu
wzrostowi zelaza towarzyszyla niska toksyczno$¢ w obu liniach komoérkowych. Jak
wykazano w tescie cigeia plazmidowego DNA in vitro, chelatacja zelaza w postaci DNICLDL
silnie zmniejszyta uszkodzenie DNA wywotane przez zelazo i reaktywne formy tlenu (ROS).

Ponadto DNICLDL, w przeciwienstwie do innych form LDL, nie powodowat wzrostu
ekspresji indukowalnej syntazy tlenku azotu (iNOS), prawdopodobnie z powodu aktywnosci
NO-donorowej DNIC. Niniejszym udowodnilam, ze NO moduluje toksycznos¢ zelaza, co
moze znalez¢ szczegdlne zastosowanie W preparatach bedacych nosnikami Fe i NO.

Zagadnienia zaprezentowane W niniejszej rozprawie habilitacyjnej sa takze dodatkowo
zawarte w innych publikacjach i opracowaniach mojego wspotautorstwa (monografie, raporty
techniczne, doniesienia konferencyjne, zgloszenie patentowe) ktore nie zostaly wigczone
W obreb tego dzieta:

Monografia:

Lewandowska, H., Kruszewski, M.: Dinitrosyl iron complexes in biological systems.
01/2006; IChTJ
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Zgloszenie patentowe:
Lewandowska, H., Wojciuk, G., Kruszewski, M., The biocompatible carrier of iron, the
process of its synthesis and medical use P-418581 (Sep 08 2016).

Podsumowanie

Przedstawione osiggni¢cie naukowe obejmuje prace W ktoérych badano rozmaite
aspekty tworzenia i przemian dinitrozylowych kompleksow zelaza w uktadach biologicznych.
Osiagnigcie obejmuje badania podstawowe charakteryzujace zrodta pochodzenia, sposoby
koordynacji, uwarunkowanie powstawania, kinetyk¢ przemian i biologiczne aspekty
tworzenia DNIC w organizmach zywych a takze badania o znaczeniu aplikacyjnym,
pokazujace mozliwos¢ wykorzystania dinitrozylowych kompleksow zelaza z ligandami o
pochodzeniu naturalnym jako przeno$nikoéw zelaza i tlenku azotu w komorkach.

Najwazniejsze osiagniecia wynikajace zprac wchodzacych w sklad dziela
naukowego obejmuja:

e Udowodnienie kluczowej roli zelaza lizosomalnego W tworzeniu wewnatrzkomoérkowych
DNIC,

e Stwierdzenie kluczowej roli lizosomalnej puli zelaza w tworzeniu DNIC w warunkach in
Vivo oraz istotno$ci lizosomalnej degradacji biatek zelazowych dla tego procesu.

e Analiz¢ skladowych sygnatu EPR pochodzacego od komorkowych DNIC dzigki
badaniom kompleksow z modelowymi ligandami o0 znaczeniu biologicznym.
Dostarczenie danych pozwalajacych niejednoznacznie przypisa¢ sktadnik widma EPR do
typu ligandu bioracego udzial w koordynacji zelaza w DNIC.

e Porownanie interakcji pomiedzy DNA z DNIC oraz Fe®*, analiza typu zmian
konformacyjnych nici DNA oraz wptywu pH i sity jonowej na te zmiany, ktore pozwolily
stwierdzi¢, ze oddziatywanie DNIC-DNA ma charakter jonowy.

e Okreslenie wplywu sktadu strefy koordynacyjnej w DNIC na genotoksyczno$¢ zelaza
w warunkach biologicznej reakcji Fentona. Przedstawione dane rzucaja $wiatlo na
mechanizm wzajemnego genoprotekcyjnego dziatania jonow zelaza i NO, ktory
wczesniej obserwowano | o0pisano W literaturze. Weryfikuja pochodzenie ligandow
majacych wptyw na zaobserwowany ochronny efekt, eliminujac sposréd kandydatow
grupy imidazolowe. Uzupelniaja wiedz¢ takze na temat zwigzanego zZ zelazem efektu
ochronnego NO w warunkach stresu oksydacyjnego.

e Otrzymanie po raz pierwszy zelazo-nitrozylowanego preparatu LDL zawierajacego
motyw Fe(NO), (DNICLDL) i scharakteryzowanie go.
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e Odkrycie, ze modyfikowane nanoczastki lipoproteiny o niskiej gestosci (DNICLDL)
moga stuzy¢ jako przenosniki Fe i NO w postaci stabilnych kompleksow z biatkiem
ApoB100 (biatko sktadowe LDL), wykazujacych niska toksycznos¢.

Plany naukowe

Podczas moich badan nad DNIC zainteresowat mnie aspekt przenoszenia kofaktorow
takich jak metale przej$ciowe W postaci kompleksow z ligandami pochodzenia biologicznego.
Naturalne uktady, takie jak metaloproteiny czy lipoproteiny, poprzez precyzyjng ztozonos¢
swoich struktur sg doskonale dopasowane do pehnienia okreSlonych funkcji w organizmie,
w $cisle kontrolowany sposob. Obecnie trwa poszukiwanie duzych agregatow o zlozZonej
budowie, ktore moglyby w sposdb wielofunkcyjny uczestniczy¢ w procesach fizjologicznych.
Migdzy takimi syntetycznymi nasladowcami elementow funkcjonalnych zywego organizmu
mozna wymieni¢ m. in. nanostruktury (nanoczastki funkcjonalizowane przeciwcialem
i lekiem lub warunkowo uwalniajace tadunek w okreslonych przedziatach organizmu,
nanorusztowania polimerowe). Obickty te maja nasladowa¢ wielotorowe dziatanie
naturalnych elementow konstrukcyjnych zywych uktadow. W mojej opinii w takich
poszukiwaniach warto skorzysta¢ ze struktur ktore, z uwagi na swoje naturalne pochodzenie,
juz sg doskonale przystosowane do petnienia okreslonych funkcji i precyzyjnie rozpoznawane
w zywej komorce, jak np. badane przeze mnie ostatnio lipoproteiny. Dlatego w najblizszych
latach planuje realizacje projektow naukowych zwigzanych z nastepujacymi zagadnieniami:

e Wykorzystanie lipoproteiny o niskiej gestosci jako nosnika lekow.

e Sposoby modyfikacji lipoprotein.
e Znakowanie lipoprotein izotopami promieniotworczymi.

Literatura

1.  van Faassen E, Vanin AF (2007) Radicals for life: the various forms of nitric oxide. Elsevier
Science Ltd, Amsterdam

2. Ignarro L (2000) Nitric oxide: Biology and Pathobiology

3. Hall CN, Attwell D (2008) Assessing the physiological concentration and targets of nitric oxide
in brain tissue. ] Physiol 586:3597-3615

4. Ischiropoulos H, Beckman ]S (2003) Oxidative stress and nitration in neurodegeneration: cause,
effect, or association? J Clin Invest 111:163-169

5. Liu B, Gao HM, Wang JY, et al (2002) Role of nitric oxide in inflammation-mediated
neurodegeneration. Ann NY Acad Sci 962:318-331

14



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

dr Hanna Lewandowska-Siwkiewicz
Zalgcznik nr 2 (Autoreferat W jezyku polskim)

Enemark JH, Feltham RD (1974) Principles of structure, bonding, and reactivity for metal
nitrosyl complexes. Coord Chem Rev 13:339-406

Nakamoto K (2009) Infrared and Raman spectra of inorganic and coordination compounds,
applications in coordination, organometallic, and bioinorganic chemistry. John Wiley & Sons

Berto TC, Praneeth VK, Goodrich LE, Lehnert N (2009) Iron-porphyrin NO complexes with
covalently attached N-donor ligands: formation of a stable six-coordinate species in solution.
J Am Chem Soc 131:17116-17126. https:/ / doi.org/10.1021/ja904368n

Tsai FT, Chiou SJ, Tsai MC, et al (2005) Dinitrosyl iron complexes (DNICs) [L.Fe(NO)»]- (L =
thiolate): interconversion among {Fe(NO)2}* DNICs, {Fe(NO)2}1 DNICs, and [2Fe-2S] clusters,
and the critical role of the thiolate ligands in regulating NO release of DNICs. Inorg Chem
44:5872-5881. https:/ /doi.org/10.1021/ic0505044

Henry Y, Ducrocq C, Drapier JC, et al (1991) Nitric oxide, a biological effector. Electron
paramagnetic resonance detection of nitrosyl-iron-protein complexes in whole cells. Eur
Biophys J 20:1-15

Feger F, Ferry-Dumazet H, Mamani MM, et al (2001) Role of iron in tumor cell protection from
the pro-apoptotic effect of nitric oxide. Cancer Res 61:5289-5294

Vlasova MA, Vanin AF, Muller B, et al (2003) Detection and description of various stores of
nitric oxide store in vascular wall. Bull Exp Biol Med 136:226-230

Denninger JW, Marletta MA (1999) Guanylate cyclase and the .NO/cGMP signaling pathway.
Biochim Biophys Acta 1411:334-350

Kubrina LN, Mikoyan VD, Mordvintcev PI, Vanin AF (1993) Iron potentiates bacterial
lipopolysaccharide-induced nitric oxide formation in animal organs. Biochim Biophys Acta
1176:240-244

Watts RN, Hawkins C, Ponka P, Richardson DR (2006) Nitrogen monoxide (NO)-mediated iron
release from cells is linked to NO-induced glutathione efflux via multidrug resistance-associated
protein 1. Proc Natl Acad Sci USA 103:7670-7675

Vanin AF, Men’shikov GB, Moroz IA, et al (1992) The source of non-heme iron that binds nitric
oxide in cultivated macrophages. Biochim Biophys Acta 1135:275-279

Ueno T, Yoshimura T (2000) The physiological activity and in vivo distribution of dinitrosyl
dithiolato iron complex. Jpn ] Pharmacol 82:95-101

Boese M, Keese MA, Becker K, et al (1997) Inhibition of glutathione reductase by dinitrosyl-iron-
dithiolate complex. ] Biol Chem 272:21767-21773

Becker K, Savvides SN, Keese M, et al (1998) Enzyme inactivation through sulfhydryl oxidation
by physiologic NO-carriers. Nat Struct Biol 5:267-271

Sheftel AD, Mason AB, Ponka P (2012) The long history of iron in the Universe and in health and
disease. Biochim Biophys Acta BBA-Gen Subj 1820:161-187

15



21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

dr Hanna Lewandowska-Siwkiewicz
Zalgcznik nr 2 (Autoreferat W jezyku polskim)

Vanin AF, Chetverikov AG (1968) [Paramagnetic nitrosyl complexes of heme and nonheme
iron]. Biofizika 13:608-615

Woolum JC, Tiezzi E, Commoner B (1968) Electron spin resonane of iron-nitric oxide complexes
with amino acids, peptides and proteins. Biochim Biophys Acta 160:311-320

De Maria F, Pedersen JZ, Caccuri AM, et al (2003) The specific interaction of dinitrosyl-
diglutathionyl-iron complex, a natural NO carrier, with the glutathione transferase superfamily:
suggestion for an evolutionary pressure in the direction of the storage of nitric oxide. J Biol
Chem 278:42283-42293

Kim YM, Chung HT, Simmons RL, Billiar TR (2000) Cellular non-heme iron content is a
determinant of nitric oxide-mediated apoptosis, necrosis, and caspase inhibition. ] Biol Chem
275:10954-10961

Cesareo E, Parker L], Pedersen JZ, et al (2005) Nitrosylation of human glutathione transferase
P1-1 with dinitrosyl diglutathionyl iron complex in vitro and in vivo. J Biol Chem 280:42172-
42180

Kruszewski M (2003) Labile iron pool: the main determinant of cellular response to oxidative
stress. Mutat Res Mol Mech Mutagen 531:81-92

Kurz T, Gustafsson B, Brunk UT (2006) Intralysosomal iron chelation protects against oxidative
stress-induced cellular damage. FEBS ] 273:3106-3117

Pillay CS, Elliott E, Dennison C (2002) Endolysosomal proteolysis and its regulation. Biochem ]
363:417-429

Kroemer G, Jdadtteld M (2005) Lysosomes and autophagy in cell death control. Nat Rev Cancer
5:886

Klionsky DJ, Emr SD (2000) Autophagy as a regulated pathway of cellular degradation. Science
290:1717-1721

Yu Z, Persson HL, Eaton JW, Brunk UT (2003) Intralysosomal iron: a major determinant of
oxidant-induced cell death. Free Radic Biol Med 34:1243-1252

Tenopoulou M, Doulias P-T, Barbouti A, et al (2005) Role of compartmentalized redox-active
iron in hydrogen peroxide-induced DNA damage and apoptosis. Biochem ] 387:703-710

Persson HL, Kurz T, Eaton JW, Brunk UT (2005) Radiation-induced cell death: importance of
lysosomal destabilization. Biochem ] 389:877-884

Zanninelli G, Glickstein H, Breuer W, et al (1997) Chelation and mobilization of cellular iron by
different classes of chelators. Mol Pharmacol 51:842-852

Laub R, Schneider Y-J, Octave J-N, et al (1985) Cellular pharmacology of deferrioxamine B and
derivatives in cultured rat hepatocytes in relation to iron mobilization. Biochem Pharmacol
34:1175-1183

16



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

dr Hanna Lewandowska-Siwkiewicz
Zalgcznik nr 2 (Autoreferat W jezyku polskim)

Cable H, Lloyd JB (1999) Cellular uptake and release of two contrasting iron chelators. ] Pharm
Pharmacol 51:131-134

Hess JL, Hsieh CH, Brothers SM, et al (2011) Self-assembly of dinitrosyl iron units into
imidazolate-edge-bridged = molecular squares: characterization including Mossbauer
spectroscopy. ] Am Chem Soc 133:20426-20434. https:/ /doi.org/10.1021/ja208384d

Martin-Diaconescu V, Kennepohl P (2007) Sulfur K-Edge XAS as a probe of sulfur-centered
radical intermediates. ] Am Chem Soc 129:3034-3035. https:/ /doi.org/10.1021/ja0676760

Borisov V, Arutyunyan AM, Osborne JP, et al (1998) Magnetic circular dichroism used to
examine the interaction of escherichia coli cytochrome bd with ligands. Biochemistry 38:740-750.
https://doi.org/10.1021/bi981908t

Ueno T, Suzuki Y, Fujii S, et al (1999) In vivo distribution and behavior of paramagnetic
dinitrosyl dithiolato iron complex in the abdomen of mouse. Free Radic Res 31:525-534

Vanin AF (1998) Dinitrosyl iron complexes and S-nitrosothiols are two possible forms for
stabilization and transport of nitric oxide in biological systems. Biochem Mosc 63:782-793

Vanin AF, Papina AA, Serezhenkov VA, Koppenol WH (2004) The mechanisms of S-nitrosothiol
decomposition catalyzed by iron. Nitric Oxide 10:60-73

Bosworth CA, Toledo JC, Zmijewski JW, et al (2009) Dinitrosyliron complexes and the
mechanism(s) of cellular protein nitrosothiol formation from nitric oxide. Proc Natl Acad Sci
106:4671-4676

Severina IS, Bussygina OG, Pyatakova NV, et al (2003) Activation of soluble guanylate cyclase
by NO donors--S-nitrosothiols, and dinitrosyl-iron complexes with thiol-containing ligands.
Nitric Oxide 8:155-163

Borodulin RR, Kubrina LN, Mikoyan VD, et al (2013) Dinitrosyl iron complexes with glutathione
as NO and NO* donors. Nitric Oxide 29:4-16

Mitchell JB, Wink DA, DeGraff W, et al (1993) Hypoxic mammalian cell radiosensitization by
nitric oxide. Cancer Res 53:5845-5848

Bourassa J, Lee B, Bernard S, et al (1999) Flash Photolysis Studies of Roussin’s Black Salt Anion:
FesS3(NO)7. Inorg Chem 38:2947-2952

Conrado CL, Bourassa JL, Egler C, et al (2003) Photochemical investigation of Roussin’s red salt
esters: Feo(mu-SR)2(NO)s. Inorg Chem 42:2288-2293. https:/ /doi.org/10.1021/ic020309

Vanin AF, Faassen E van (2007) DNICs: Physico-chemical properties and their observations in
cells and tissues. In: Ernst VF, Anatoly F (eds) Radicals for Life. Elsevier, Amsterdam, pp 19-73

Woolum JC, Commoner B (1970) Isolation and identification of a paramagnetic complex from
the livers of carcinogen-treated rats. Biochim Biophys Acta 201:131-140

Asanuma K, lijima K, Ara N, et al (2007) Fe-S cluster proteins are intracellular targets for nitric
oxide generated luminally at the gastro-oesophageal junction. Nitric Oxide 16:395-402

17



52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

dr Hanna Lewandowska-Siwkiewicz
Zalgcznik nr 2 (Autoreferat W jezyku polskim)

Crack JC, Smith L], Stapleton MR, et al (2010) Mechanistic insight into the nitrosylation of the
[4Fe-4S] Cluster of WhiB-like Proteins. ] Am Chem Soc 133:1112-1121

Drapier JC (1997) Interplay between NO and [Fe-S] clusters: relevance to biological systems.
Methods 11:319-329

Timoshin AA, Vanin AF, Orlova TR, et al (2007) Protein-bound dinitrosyl-iron complexes
appearing in blood of rabbit added with a low-molecular dinitrosyl-iron complex: EPR studies.
Nitric Oxide 16:286-293

Kleschyov AL, Sedov KR, Mordvintcev PI, Vanin AF (1994) Biotransformation of sodium
nitroprusside into dinitrosyl iron complexes in tissue of ascites tumors of mice. Biochem Biophys
Res Commun 202:168-173

Lee M, Arosio P, Cozzi A, Chasteen ND (1994) Identification of the EPR-active iron-nitrosyl
complexes in mammalian ferritins. Biochemistry 33:3679-3687

Bostanci MO, Bagirici F (2007) Neuroprotection by 7-nitroindazole against iron-induced
hippocampal neurotoxicity. Cell Mol Neurobiol 27:933-941

Bostanci MO, Bagirici F (2008) Nitric oxide synthesis inhibition attenuates iron-induced
neurotoxicity: a stereological study. Neurotoxicology 29:130-135

Bostanci MO, Bagirici F (2008) Neuroprotective effect of aminoguanidine on iron-induced
neurotoxicity. Brain Res Bull 76:57-62

Gupta A, Sharma S, Chopra K (2008) Reversal of iron-induced nephrotoxicity in rats by
molsidomine, a nitric oxide donor. Food Chem Toxicol 46:537-543

Watts RN, Richardson DR (2002) The mechanism of nitrogen monoxide (NO)-mediated iron
mobilization from cells. NO intercepts iron before incorporation into ferritin and indirectly
mobilizes iron from ferritin in a glutathione-dependent manner. Eur ] Biochem 269:3383-3392

Lok HC, Rahmanto YS, Hawkins CL, et al (2012) Nitric oxide storage and transport in cells are
mediated by glutathione S-transferase P1-1 and multidrug resistance protein 1 via dinitrosyl iron
complexes. ] Biol Chem 287:607-618

Fass U, Panickar K, Williams K, et al (2004) The role of glutathione in nitric oxide donor toxicity
to SN56 cholinergic neuron-like cells. Brain Res 1005:90-100

Gorbunov NV, Yalowich JC, Gaddam A, et al (1997) Nitric oxide prevents oxidative damage
produced by tert-butyl hydroperoxide in erythroleukemia cells via nitrosylation of heme and
non-heme iron. Electron paramagnetic resonance evidence. ] Biol Chem 272:12328-12341

Lu C, Koppenol WH (2005) Inhibition of the Fenton reaction by nitrogen monoxide. JBIC ] Biol
Inorg Chem 10:732-738

Harrop TC, Song D, Lippard S]J (2006) Interaction of nitric oxide with tetrathiolato iron(ii)
complexes: relevance to the reaction pathways of iron nitrosyls in sulfur-rich biological
coordination environments. ] Am Chem Soc 128:3528-3529

18



dr Hanna Lewandowska-Siwkiewicz
Zalgcznik nr 2 (Autoreferat W jezyvku polskim)

67. Lewandowska H, Sadlo J, Stepkowski T, et al (2018) Studies of the nitrosylation reaction of a
phosphine complex modelling the iron centre of proteins from the cupin family. Rap IChTJ Ser
A 1848:42

5. Omoéwienie pozostatych osiggnig¢ naukowo - badawczych.

Osiagnigcia naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora

Przed uzyskaniem stopnia doktora bytam wspétautorem 5 prac naukowych, ktore
mozna podzieli¢ na trzy grupy wedlug zagadnien:

Zagadnienia zwigzane Z genotoksyczno$cia | naprawa DNA

1. Lewandowska, H. & Szumiel, I. Histone H2AX in DNA repair. Nukl.-Orig. Ed.- 47,
127-132 (2002).

2. Samochocka, K., Fokt, I., Anulewicz-Ostrowska, R., Przewloka, T., Mazurek, A.P.,
Fuks, L., Lewandowski, W., Kozerski, L., Bocian, W., Bednarek, E., Lewandowska,
H., Sitkowski, J.: Platinum(Il) and palladium(ll) complexes with methyl 3,4-diamino-
2,3,4,6- tetradeoxy-a-L-lyxo-hexopyranoside. Dalton  Transactions 07/2003;
DOI:10.1039/b212681h

Prace te sg wynikiem mojego zainteresowania procesami naprawy DNA oraz
genotoksycznosci. W pierwszym artykule dokonano przegladu doniesien na temat roli
fosforylowanego histonu H2AX (y-H2AX). Modyfikacja tego histonu jest wazna czeScia
odpowiedzi komorkowej na indukcje podwojnoniciowych peknig¢ DNA (DSB) przez
promieniowanie jonizujgce I inne czynniki wytwarzajagce DSB. w napromieniowanej komorce
modyfikacja jest przeprowadzana glownie przez ATM (ataxia-teleangiectasia-mutated),
enzym, ktory uruchamia sygnalizacje alarmu po indukcji DSB. Czasteczki y-H2AX pojawiaja
si¢ W ciggu 1-3 min. po napromieniowaniu i tworza ogniska w miejscach wystepowania DSB.
Wydaje si¢ to konieczne do rekrutacji czynnikow naprawy, ktére sa poOzniej obecne
w ogniskach uszkodzonych jader. Co ciekawe, uszkodzenie podwdjnoniciowe powoduje
modyfikacje statej liczby czasteczek H2AX a obszar ogniska fosforylacji ma obszar kilku
megapar zasad DNA. Praca (1) pozwolita mi na glebsze poznanie proceséw zwigzanych
z uszkodzeniem DNA. W publikacji (2) wraz ze wspotautorami podj¢tam probe opracowania
nowych pochodnych cisplatyny o poprawionych wlasciwosciach terapeutycznych. Cisplatyna
zabija komorki nowotworowe poprzez wigzanie z DNA i zakldcanie mechanizmu naprawy,
co ostatecznie prowadzi do $mierci komorki. Kompleks cisplatyna-DNA powoduje
znieksztalcenie nici DNA, co utrudnia jego naprawg. Nasze podejécie do opracowywania
kompleksow metali o bardziej selektywnych wlasciwosciach przeciwnowotworowych
opierato si¢ na zalozeniu, ze metal skompleksowany z ligandami, ktére moga wigzac si¢ ze
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specyficznymi sekwencjami DNA, wywota bardziej selektywne uszkodzenia DNA. w tym
przypadku przygotowaliSmy nowy ligand potencjalnie oddziatujacy z mniejszym rowkiem
helisy DNA.

Whptyw rozkladu tadunku elektronowego na wlasciwos$ci zwiazkdéw biologicznie

aktywnych

3. Lewandowski, W., Kalinowska, M. & Lewandowska, H. The influence of metals on
the electronic system of biologically important ligands. Spectroscopic study of
benzoates, salicylates, nicotinates and isoorotates. Review. J. Inorg. Biochem. 99,
1407-1423 (2005).

4. Lewandowski, W., Kalinowska, M. & Lewandowska, H. The influence of halogens
on the electronic system of biologically important ligands: spectroscopic study of
halogenobenzoic acids, halogenobenzoates and 5-halogenouracils. Inorganica Chim.
Acta 358, 2155-2166 (2005).

Prace te na podstawie przegladu literatury systematyzuja wiedz¢ na temat sposobu,
w jaki metale zaklocajg i stabilizujg uktad elektronowy ligandow o znaczeniu biologicznym,
w celu zrozumienia charakteru oddziatywan tych zwiazkow z ich celami biologicznymi (np.
receptorami w komoérce lub waznymi sktadnikami komorki). Wyniki badan struktury
elektronowej pozwalaja przewidzie¢ pewne wlasciwosci czgsteczki, takie jak jej reaktywnosc,
trwalos¢ zwigzkéw kompleksowych i powinowactwo do enzymow. W/w prace, dotyczace
wpltywu rozktadu tadunku elektronowego na stabilnos¢ kompleksow metali z ligandami o
znaczeniu biologicznym przyczynity si¢ do lepszego zrozumienia przeze mnie znaczenia
zdelokalizowanej struktury elektronowej grup Fe-N-O dla stabilno$ci tlenku azotu w formie
jego biologicznych przenosnikow.

Zagadnienia zwigzane Z odzywianiem i suplementacia tkanek metalami

5. Wagner, J., Glaza, R., Lewandowski, W., Hotowy, A., Lewandowska, H., Surowiec,
J., Kubat E., Zawarto$§¢ mikro- i makroelementow W migsie i niektorych wedlinach.
Przem. Spoz. 54, 49-51 (2000).

W Polsce do gtéwnych zagrozen ekologicznych o odlegltych w czasie skutkach mozna
zaliczy¢ pierwiastki szkodliwe dla zdrowia, zwlaszcza kadm, otdow irtgé, zawarte
W zywnosci. Na szczegdlng uwage zasluguje ocena ich zawartosci W catodziennym
pozywieniu. Skuteczne przeciwdziatanie skazeniu zywnosci musi by¢ poprzedzone badaniami
jego poziomu, szczegbdlnie W koncowym produkcie spozywczym, oraz ustaleniem miejsca
I przyczyny zanieczyszczenia.
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Osiagniecia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora

Poza publikacjami wymienionymi w ramach prezentowanego osiggni¢cia naukowego
oraz wymienionymi juz W autoreferacie publikacjami na temat nitrozylowych kompleksow
zelaza, niewlgczonymi przeze mnie W sktad dzieta (1 monografia, 1 publikacja z listy B, 2
publikowane abstrakty, wyklad na zaproszenie, 2 doniesienia konferencyjne, 5 raportéw
technicznych, 1 zgloszenie patentowe), po uzyskaniu stopnia doktora zostatam wspotautorka
9 innych prac badawczych opublikowanych w czasopismach. Moje zainteresowania naukowe
poza tematem prezentowanego osiggni¢cia naukowego mozna podzieli€ na dwa
korespondujace ze sobg zagadnienia:

Whplyw rozkladu ladunku elektronowego na wilasciwosci zwiazkow biologicznie aktywnych.

1. Swiderski G, Lewandowska H, Swistocka R, Wojtulewski S, Siergiejczyk L,
Wilczewska A. Thermal, spectroscopic (IR, Raman, NMR) and theoretical (DFT)
studies of alkali metal complexes with pyrazinecarboxylate and 2,3-
pyrazinedicarboxylate ligands. J Therm Anal Calorim. 126, 205-224 (2016)

2. Swiderski G, Lewandowska H, Swistocka R, Wojtulewski S, Siergiejczyk L,
Wilczewska AZ, et al. Spectroscopic (IR, Raman, NMR), thermal and theoretical
(DFT) study of alkali metal dipicolinates (2,6) and quinolinates (2,3). Arab J Chem.
doi:10.1016/j.arabjc.2016.06.011

3. Lewandowska, H., Meczynska-Wielgosz, S.,: Glikozylazy [4Fe-4S] i przenoszenie
tadunku w DNA. Postepy biochem. 01/2010; 56(1):22-8.

4. Kowczyk-Sadowy, M., Swistocka, R., Lewandowska, H., Piekut, J. & Lewandowski,
W. Spectroscopic (FT-IR, FT-Raman, 1H-and 13C-NMR), Theoretical and
Microbiological Study of trans o-Coumaric Acid and Alkali Metal o-Coumarates.
Molecules 20, 3146-3169 (2015).

Prace te wynikaja z kontynuacji zainteresowan sprzed doktoratu, dotyczacych wplywu
rozktadu tadunku elektronowego na wiasciwosci zwigzkow biologicznie aktywnych. Trzy
Z nich stanowig badania nad korelacjg struktury molekularnej itadunku elektronowego
zwigzkow fenolowych iich aktywno$ci biologicznej. Zbadano wplyw kationow metali na
elektronowy ligandéw. ZbadaliSmy zwigzek miedzy strukturg molekularng testowanych
zwigzkow a ich aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowa. Zastosowano komplementarne
techniki spektroskopii molekularnej, takie jak podczerwien (FT-IR), Raman (FT-Raman),
ultrafiolet-widoczny (UV-VIS) i jadrowy rezonans magnetyczny (1H- i 13C-NMR). Struktury
czasteczek zostaly zoptymalizowane, a ich charakterystyka strukturalna zostata obliczona za
pomoca teorii funkcji gestosci (DFT). Obliczono takze geometryczne i magnetyczne
wskazniki aromatycznosci, tadunki atomowe, momenty dipolowe ienergie. Parametry
teoretyczne poréwnano Z charakterystyka eksperymentalng badanych zwigzkéw. Znaleziono
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korelacje miedzy niektérymi pasmami wibracyjnymi a niektorymi parametrami metali, takimi
jak elektroujemnos¢, energia jonizacji, promien atomowy I jonowy. Zbadano aktywno$¢
mikrobiologiczng badanych zwigzkoéw. Czwarta praca dotyka zagadnien zwigzanych ze
zdolnoscig DNA do przenoszenia tadunku podobnie jak to ma miejsce w potprzewodnikach
pasm waskich dziur/luk. Wptyw na przenoszenie tadunku w obrebie DNA moga mie¢ procesy
tworzenia kompleksow z biatkami, zarowno te zachodzace podczas normalnego przebiegu
regulacji ekspresji genow, jak i te zwigzane z procesami naprawy. z drugiej strony, potencjaty
oksydoredukcyjne biatek zawierajagcych metale mogg rézni¢ si¢ znaczaco W zalezno$ci od
tego czy sg one wolne, czy tez zwigzane Z DNA. Do takich biatek nalezg glikozylazy [4Fe-
4S], enzymy z klastrem zelazowo-siarkowym, biorace udziat w procesie naprawy DNA przez
wycinanie zasad. Istnieje hipoteza, ze zaburzenie przenoszenia tadunku w DNA jest sygnalem
uruchamiajgcym szlaki naprawy DNA.

Polifenole, nutraceutyki

5. Lewandowska, H., Kalinowska, M., Lewandowski, W., Stepkowski, T. M. &
Brzéska, K. The role of natural polyphenols in cell signaling and cytoprotection
against cancer development. J. Nutr. Biochem. 32, 1-19 (2016).

6. Lewandowska, H., Kalinowska, M., Lewandowski, W., Stepkowski, T. & Brzoska,
K. The role of natural polyphenols in cell signaling and cytoprotection against cancer
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W planowaniu strategii terapeutycznych wykorzystujacych wspomagajace dzialanie substancji
naturalnie dostgpnych w pozywieniu.
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