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Recenzja dorobku i aktywnosci naukowej
Pani Doktor Hanny Lewandowskiej-Siwkiewicz z Instytutu Chemii i Techniki Jadrowej,
ubiegajgcej si¢ 0 nadanie Jej stopnia doktora habilitowanego nauk chemicznych
na podstawie monotematycznego cyklu osmiu publikacji pod wspélnym tytulem:
"Dinitrozylowe kompleksy zelaza - synteza, struktura i biologia."

Pani Hanna Lewandowska-Siwkiewicz uzyskala stopien doktora nauk chemicznych 23 lutego 2006 r. w
Instytucie Chemii i Techniki Jadrowej na podstawie rozprawy p.t.: ”Powstawanie, struktura i przemiany
dinitrozylowych kompleksow zelaza w modelowych ukiadach biologicznych”. Promotorem rozprawy byt
Pan Prof. dr hab. Marcin Kruszewski. Praca doktorska przesungla w strong biologii wczesniejsze
zainteresowania Habilitantki, ktéra w 2001 r. uzyskatla stopien magistra chemii na Wydziale Chemii UW
na podstawie pracy pt. ,,Synteza i badanie wlasciwosci fizykochemicznych i biologicznych kompleksow
diaminocukrowych Pd i Pt”, promowanej przez Panig Prof. dr hab. Krystynge Mari¢ Anne Samochocka.

Od skonczenia studiéw magisterskich Dr Hanna Lewandowska-Siwkiewicz pracuje (na stanowiskach od
chemika do adiunkta) w Centrum Radiobiologii i Dozymetrii Biologicznej IChTJ. Lata 2006 - 2008 i 2010
- 2013 przeznaczyta na urlopy macierzynskie i wychowawcze. Odbyfa naukowe staze: trzytygodniowy w
2001 r. w MD Anderson Cancer Center, Houston, TX, USA; w 2002 r. w Institute de Chimie des Substances
Naturelles, Gif-sur-Y vette, Francja; trzymiesigczny w 2004 r. na Wydziale Chemii, University of Warwick,
Warwick, Wielka Brytania; oraz tygodniowy w 2014 r. w Laboratory of Lipoproteins, Immunity and
Atherosclerosis, Universita degli Studi di Milano, Mediolan, Wiochy; a w 2014 r. takze tygodniowy w
Zachodniopomorskim Uniwersytecie Technicznym w Szczecinie.

Habilitantka jest autorka lub wspétautorka 20. publikacji w liczacych sie miedzynarodowych czasopismach
naukowych oraz jednego zgtoszenia patentowego. 4 marca 2019 r. jej prace maja 350 cytowan "obcych”
(Scopus) i indeks Hirscha rowny 9. Kierowata projektem OPUS, oraz byta wykonawcg 6 innych grantéw
NCN. Miala 3 wystapienia na krajowych, a 2 na mi¢gdzynarodowych konferencjach naukowych. Byla
autorem doniesiefi na 13. migdzynarodowych i 2. krajowych konferencjach naukowych. Opublikowata 2
abstrakty konferencyjne. Wspotpracowata z 7. swiatowymi o$rodkami naukowymi. Z czgsécig z nich
wspolpraca nadal trwa. W roku 2000 i 2005 wspétorganizowata 2. miedzynarodowe konferencje w
Warszawie. Otrzymata 3 nagrody Dyrektora IChTJ za prace naukowe i zloty medal na Miedzynarodowe;j
Warszawskiej Wystawie Wynalazkéw w 2016 r. na Politechnice Warszawskiej za zgloszenie patentowe.
Wykonywata 8, a kierowala jednym statutowym projektem naukowym IChTJ. Ponadto miala zajecia w
szkole podstawowej i ze studentami w Wyzszej Szkole Informatyki i Przedsigbiorczosci w Lomzy.
Udzielata si¢ takze na Piknikach Naukowych Polskiego Radia oraz zamiescita artykul popularnonaukowy
w Postepach Techniki Jadrowej.

Te fakty dowodza, ze Dr Hanna Lewandowska-Siwkiewicz wykazuje solidng aktywno$é naukowa
realizowang w wigcej niz jednym osrodku naukowym. Prowadzila tez dziatalno$¢ dydaktyczng i
popularnonaukows. Zatem Habilitantka spelnia t¢ cze$¢ wymagan ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. "Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce" (DzU RP Poz. 1668), ktora uzasadnia dalsze rozwazania czy jej cykl
publikacji pod wspolnym tytutem "Dinitrozylowe kompleksy zelaza - synteza, struktura i’ biologia.",
znaczaco rozwija pewne aspekty badan chemii bionieorganiczne;j.



Niezbyt typowo dla prag habilitacyjnych, Pani Dr Hanna Lewandowska-Siwkiewicz utrzymata nurt badan
realizowanych podczas doktoratu. W doktoracie zajmowata si¢ powstawaniem, strukturg i przemianami
dinitrozylowych komplekséw zelaza w modelowych ukladach biologicznych. Zazwyczaj habilitant szuka
tematyki, za pomocg ktorej moglby wykaza¢ swoja niezaleznos$¢ od "starego mistrza". Pomaga w tym staz
postdoktorski lub wspélpraca z innym osrodkiem naukowym. Jednak czasami pozostanie przy tematyce
doktoratu jest uzasadnione. Po pierwsze wtedy, gdy jest to tematyka nowa i bardzo odkrywcza. Po drugie,
gdy stwarza to szanse na donosne osiagnigcia aplikacyjne. Po trzecie za$, gdy tematyka ta jest bardzo wazna
i "caty Swiat" nad nig intensywnie pracuje. Tak byto np. po odkryciu fulerenéw, nanorurek i grafenu. Tak
tez si¢ stalo po rozwigzaniu struktury krystalograficznej bakteriorodopsyny i kolejnych struktur receptoréw
typu GPCR. Przypadek habilitacji Pani Dr Hanny Lewandowskiej-Siwkiewicz jest wtasnie "trzeciego typu".

Na poczatku marca 2019 r. w bazie Scopus znajdujg si¢ dane 3893 prac przegladowych z wyrazeniem "nitric
oxide" w tytule, a Web of Science notuje 86175 prac z tym wyrazeniem w tytule. Jest tez 1588 artykutéw
w czasopi$mie "Nitric Oxide-Biology and Chemistry", IF=4.367. Jesli uwzglednimy jeszcze fakt przyznania
w 1998 r. Nagrody Nobla z Fizjologii lub Medycyny Furchgottowi, Ignarro i Muradowi, za odkrycia
sygnatowej roli NO w ukladzie sercowo-naczyniowym, to bgdziemy mie¢ jakie§ wyobrazenie o wadze
badan nad chemig i biochemig NO. Natomiast Scopus informuje o zaledwie 12. pracach przekrojowych z
wyrazeniem "dinitrosyl iron complex" w tytule. Wyjasnia to dlaczego Habilitantka nie porzucita tematyki
zainicjowanej w doktoracie. Pomimo wielkiego znaczenia NO dla biologii i medycyny, o dinitrozylowych
kompleksach zelaza wiadomo znikomo niewiele.

Konsekwencja tego, ze Pani Dr Lewandowska-Siwkiewicz zostata przy dawnej tematyce i realizowata ja w
tym samym miejscu co doktorat jest to, ze promotor Jej rozprawy doktorskiej jest wspétautorem 6. prac
cyklu habilitacyjnego. Dwie pozostale prace cyklu to jednoautorskie prace przegladowe. Profesor
Kruszewski jest w sumie wspotautorem 10. publikacji poswigconych molekule NO. Jedna z nich zwigzana
toksycznosci tlenku tytanu i artykut popularnonaukowy w Postgpach Biochemii. Widaé zatem, ze Prof.
Kruszewski po zainicjowaniu tematyki przekazat ja Dr Lewandowskiej-Siwkiewicz, sam trzymajac jedynie
"reke na pulsie". Jego o$wiadczenia wspétautora potwierdzajg taki obraz. Takze oswiadczenia pozostatych
wspétautoréw wskazujg na to, ze Dr Lewandowska-Siwkiewicz odgrywata wiodaca role w ksztattowaniu
tematyki artykutow rozprawy i dlatego byla pierwszym i korespondencyjnym autorem.

Pewien niepokdj moze budzi¢ proporcja liczby prac przegladowych (3) do oryginalnych (5). Dwa przeglady
w Structure and Bonding s3 jednoautorskie. W trzecim, opublikowanym w Dalton Transactions przez
szescioosobowy zespdl, Habilitantka jest autorem pierwszym i korespondencyjnym. Mysle, ze przy
tysigcach prac o aktywnosci NO in vivo, ex vivo i in vitro, napisanie gruntownych artykuléw przekrojowych
bylo po prostu koniecznoscig. Prace te powstaty w 2011, 2013 i 2014 r. i dzieki nim Dr Lewandowska-
Siwkiewicz dobrze wytypowata cele badawcze Rozprawy.

Ostatnia kwestig rodzaca pytania formalne jest rozdzielno$¢ tematyki doktoratu i habilitacji. Dotyczy to
zwlaszcza pracy A opublikowanej rok po doktoracie. W tej kwestii Autoreferat jest tak lakoniczny, ze moje
watpliwosci rozwiata dopiero rozprawa doktorska wypozyczona z biblioteki. W doktoracie ustalita ona, "ze
pula labilnego zelaza nie jest jedynym Zrddlem zZelaza biorgcym udzial w tworzeniu DNIC in vivo, ale petni
ona szczegolnie istotng role w powstawaniu tego kompleksu w komorkach, prawdopodobnie katalizujgc
uwalnianie jonow zelaza z centrow zelazowych biatek. Wykazano, ze DNIC wystgpujg w komorkach
zwierzgcych w postaci kompleksow z biatkami o wysokiej masie czgsteczkowej (powyzej 100 kDa), zas
uwalnianie zelaza z centréw aktywnych bialek podczas tworzenia DNIC powoduje wzrost ilosci uszkodzen
DNA, natomiast oddzialywanie DNIC-DNA jest niespecyficzne i ma charakter jonowy." (International
Nuclear Information System (IAEA), https://inis.iaea.org/search/search.aspx?orig_q= RN:40057116). A
zatem pytaniem doktoratu byto to skad pochodzi pula zelaza wchodzacego w dinitrozylowe kompleksy.
Czy jest to zelazo labilne, czy zwigzane w biatkach (komérek mysiej biataczki limfatycznej L5178Y—R i
—S). W pracy A problem jest znacznie glebszy. Dotyczy lokalizacji zelaza w organellach komoérkowych
(ludzkich komérek erytroblastycznych K562), a nie pytania: "jest w biatku, czy nie w biatku ?".



W artykule A (J. Biol. Inorg. Chem., 2007) habilitantka badata rol¢ labilnego zelaza w tworzeniu
kompleksow dinitrozylowych w ludzkich komoérkach erytroblastycznych K562. Stosujac donor NO i dwie
substancje chelatujgce zelazo - jedna pokonujaca bariery bion wewnatrzkomérkowych i druga
zatrzymywang przez wigkszos¢ z nich i lokalizujgca si¢ glownie w przedziale lizosomalnym - monitorowata
tworzenie si¢ komplekséw dinitrozylowych za pomoca spektroskopii EPR. Po 6. godzinach obie substancje
chelatujgce blokowaly powstawanie do 50% tych komplekséw. Nastepnie zabezpieczata rozklad biatek
lizosomalnych poprzez dodanie chlorku amonu hamujgcego tworzenie sie¢ komplekséw dinitrozylowych.
W ten sposéb ujawniala role degradacji biatek zawierajgcych zelazo podczas tworzenia komplekséw.
Frakcjonowanie komorek po dziataniu NO wykazato, ze dinitrozylowe kompleksy zelaza sg obecne przede
wszystkim we frakcji endosomalno-lizosomalnej. A zatem zelazo pochodzace ze struktur endosomalno-
lizosomalnych pelni zasadnicza role w powstawaniu komplekséw dinitrozylowych zelaza in vivo.

Artykut B (Dalton Trans., 2011) to artykut przegladowy, opisujacy wiedzg na temat nitrozylowych (a
przede wszystkim dinitrozylowych) kompleksow zelaza zgromadzong do 2011 r. Pozwala on zrozumieé
nature tych kompleksow, ich preparatyke oraz mozliwe oddziatywania i zachowanie in vitro oraz in vivo.

W pracy C (Bioorg. Med. Chem., 2012) Habilitantka badata oddziatywanie histydynylo-dinotrozylowego
kompleksu zelaza z DNA za pomocg spektroskopii ECD wspomaganej pomiarami EPR i IR samych
kompleksow. Widma ECD ujawnity, ze obecno$¢ kompleksu zmienia konformacj¢ DNA. Genotoksycznos$¢
kompleksow zelaza potwierdzono za pomocsa testow cigcia plazmidu (ang. plasmid nicking assay): przy
matym stezeniu kompleksu plazmid pUC19 pozostawal niezmieniony, a przy wigkszym cigta byla
pojedyncza ni¢, lecz obecnos¢ substancji chelatujacej zelazo powstrzymywala ten proces. Zatem zwigzanie
zelaza z NO w kompleksach histydynylo-dinitrozylowych nie zabezpiecza DNA przed uszkodzeniami i nie
ma bezposredniego zwigzku oddziatywania zelaza z NO na modyfikacje genotoksycznosci tych czynnikow.

Prace D i E (obie w Struct. Bond.,2013) to znéw artykuly przegladowe. Pierwszy poswigcony jest‘metodom
spektroskopii molekularnej (IR, Ramana, UV-Vis, Mossbauera, MCD, EPR, absorpcji rentgenowskiej i
innym takim jak NRVS - ang. Nuclear Resonance Vibrational Spectroscopy) stosowanym w badaniach
struktury i reaktywnosci nitrozylowych komplekséw zelaza. Druga omawia chemie koordynacyjna NO w
kontekscie aktywnosci biologicznej i zastosowan takich komplekséw. Martwi mnie, ze za dobrg
znajomoscig angielskojezycznej literatury przedmiotu nie idzie dobra znajomos¢ terminologii polskiej. W
habilitacji znajdujemy wyrazenia takie jak: "paramagnetyczne jednojgdrzaste [Fe(NO),]° DNIC";
"spektrometria masowa"; "rezonansowy Raman" i "ultrafiolet-widoczny". Praca zawiera tez wiele innych
zargonowych wyrazen, ktorych przyszty promotor rozpraw doktorskich powinien si¢ bardzo wystrzegac.

Kolejna publikacja F (Dalton Trans., 2015) zaprzecza jednak wnioskowi pracy C. Pokazane jest wzajemne
zmniejszanie genotoksycznosci zelaza i NO, wtedy gdy substancje te wspotwystepuja i moga tworzyé
kompleksy dinitrozylowe. Atoli tym razem dinitrozylowy kompleks zelaza nie byt histydynylowy tylko
glutationylowy. Pod wplywem tego kompleksu w stezeniu fizjologicznym ilo$é przecig¢é nici plazmidu
pUC19 byta mniejsza zaréwno od tej powodowanej przez same jony zelaza, jony zelaza i glutation, jak i
sam NO. Zatem w wypadku stresu oksydacyjnego, wtedy gdy obecny wiasciwy ligand siarkowy taki jak
glutation, jony zelaza i NO wzajemnie "neutralizujg" swoja toksycznos¢.

W zesztorocznej pracy G (BioFactors, 2018) Dr Lewandowska-Siwkiewicz zwigzata dinitrozylowy
kompleks zelaza z lipoproteing LDL ("zfym cholesterolem"). Taki koniugat podala do modelowych
komorek ludzkiego watrobiaka HepG2. W poréwnaniu do dziatania samego i utlenionego LDL, koniugat
znaczaco zwigkszat st¢zenie zelaza w linii komérkowej, nie zaburzajac puli jondw chelatowanych kalceing.
Wazrostowi stezenia zelaza nie towarzyszyt jednak wzrost toksycznosci. Stad przypuszczenie, ze koniugat
moglby by¢ zastosowany jako transporter (dinitrozylowego kompleksu) zelaza do komoérek watrobiaka.

W ostatniej z prac cyklu habilitacyjnego H (J. Inorg. Biochem.,2018) Habilitantka kontynuowata badania
problemu postawionego w pracy poprzedniej. Obserwowata cytotoksycznos¢ koniugatu dinitrozylowego
kompleksu zelaza z lipoproteing LDL wzgledem komérek mysich fagocytéw (ze szpiku kostnego) linii
RAW 264.7. Tak jak uprzednio, podanie koniugatu zwigkszalto stgzenie catkowitego zelaza i umiarkowany



wzrost toksycznosci. Test in vitro cigcia plazmidu wykazat, ze zwigzanie dwéch molekut NO w kompleksie
zelaza zdecydowanie redukuje stezenie reaktywnych form tlenu odpowiedzialnych za uszkodzenia DNA.
Ponadto w przeciwienstwie do innych formy biatek LDL, nie zwigksza ono ekspresji syntazy tlenku azotu.

A zatem Pani Dr Lewandowska-Siwkiewicz w swojej rozprawie habilitacyjnej ustalifa, ze zasadniczg role
w powstawaniu komplekséw dinitrozylowych zelaza in vivo pelni zelazo pochodzace ze struktur
endosomalno-lizosomalnych. Udowodnita, ze zwigzanie zelaza z tlenkiem azotu w kompleksach
histydynylo-dinitrozylowych nie chroni DNA przed uszkodzeniami, natomiast w kompleksach
glutationylo-dinitrozylowych je zabezpiecza. W pierwszym wypadku genotoksycznosé¢ zelaza z NO nie
zmienia si¢, a w drugim czynniki te wzajemnie si¢ "neutralizujg". Wreszcie zwigzata dinitrozylowy
kompleks zelaza z lipoproteing LDL i zaobserwowala, ze koniugat taki mégiby by¢ transporterem
dinitrozylowego kompleksu zelaza do komorek ludzkiego watrobiaka oraz komérek ukladu
immunologicznego.

To s istotne ustalenia implikujace wazkie kierunki dziatan. Dzigki Jej pracom wiemy w jakich organellach
jest zelazo dostepne dla NO i jakie ligandy zabezpieczajg przed toksycznym dziataniem zelaza i tlenku
azotu. Mamy tez przepis jak selektywnie dotrze¢ (z lekiem) do wybranych komorek. Jest to wazne np. przy
przeszczepach, chorobach nerek czy serca. Wtedy mozna tez dokonywa¢ innych modyfikacji i docieraé np.
do komoérek nowotworowych: Nalezy zmodyfikowaé lipoproteing LDL za pomoca dinitrozylowego
kompleksu zelaza lub analogicznego kompleksu. Z planéw naukowych Habilitantki wynika, ze rozwaza
takze analogi radioaktywne przydatne w diagnostyce lub terapii choréb nowotworowych. Nalezy dodaé, ze
tak lakonicznie streszczone przeze mnie osiggni¢cia naukowe Pani Dr Hanny Lewandowskiej-Siwkiewicz
wymagaly jednak ogromnego wysitku badawczego zespotu realizujacego prace pod jej kierunkiem. Z jednej
strony nalezalo postugiwa¢ si¢ biegle warsztatem chemii bionieorganicznej (syntezy nieorganiczne i
bionieorganiczne oraz rejestracja i interpretacja widm takich ukiadéw wykonanych wieloma technikami
spektroskopii molekularnej), z drugiej za$ strony trzeba bylo stosowaé¢ zaawansowane metody biologii
molekularnej, oznaczania geno- i cytotoksycznosci, cigcia DNA plazmidéw, frakcjonowanie biatek i
organelli itp. Takie szerokie multidyscyplinarne podejscie znamionuje jedynie dojrzate zespoly.

Podsumowujac moja recenzj¢ dorobku i aktywnosci naukowej Pani Doktor Hanny Lewandowskiej-
Siwkiewicz i biorac pod uwagg wymagania ustawy z dnia 14 marca 2003 r. "o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki" (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789) i ustawy z dnia 3 lipca
"Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce" (Dz.U. 2018 poz. 1669) stwierdzam, ze Pani Doktor Hanna
Lewandowska-Siwkiewicz wykazuje dobra aktywno$¢ naukows realizowana gléwnie w Polsce, ale takze i
zagranica, a cykl Jej publikacji pod tytulem "Dinitrozylowe kompleksy zelaza — synteza, struktura i
biologia.", stanowi znaczace osiggniecie rozwijajace badania bionieorganiczne z pogranicza biologii
molekularnej. W moim przekonaniu spetnia Ona wymagania wyzej wymlemonych ustaw i zashuguje na
nadanie Jej stopnia doktora habilitowanego nauk chemicznych.




