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Metalotioneiny naleza do kluczowych bialek odpowiedzialnych za utrzymanie
homeostazy jonéw metali w komérkach organizméw zywych. Szczegélne znaczenie
majg Iudzkie meta{lotioneiny (MT), ktére dzieki wysokiej zawarto§ci reszt
cysteinylowych wykazuja zdolno§é wiazania jonéw metali przejéciowych w postaci
klastréw metalotioneinowych. W Kkonteksécie fizjologii cztowieka rola tych biatek
wykracza poza bierne magazynowanie metali - uczestnicza one m.in. w regulacji
sygnalizacji komérkowej, odpowiedzi na stres oksydacyjny, detoksykacji oraz kontroli
dostepnoéci jonéw metali dla enzyméw.

Jednym z metali przejéciowych wigzanych przez MT jest miedZ Jest to
pierwiastek niezbedny do prawidtowego funkcjonowania organizmu, pelniacy liczne
funkcje np.: jest kofaktorem w licznych enzymach oksydoredukcyjnych, jak oksydaza
cytochromu ¢, dysmutaza ponadtlenkowa czy oksydaza lizylowa. Jednoczeénie jej
wiladciwosci redoksowe sprawiajg, Ze nadmiar wolnych jonéw Cu(l)/Cu(ll) moze
prowadzi¢ do generowania reaktywnych form tlenu. W zwigzku z tym utrzymanie
odpowiedniego poziomu miedzi w komérce jest niezwykle istotne i wymaga precyzyjnej
regulacji przez m.in. wigzanie z wyspecjalizowanymi biatkami jak chaperony czy
metalotioneiny.

W zwigzku z powyzszym, szczeg6lnego znaczenia nabiera badanie oddzialtywan
ludzkich metalotionein z jonami miedzi w S$wietle rosnacej liczby doniesien

wskazujacych na ich aktywng role w regulacji redoks komérki oraz w procesach

ul. Borowska 211A 50-556 Wroctaw
T:+48 71 784 06 42 justyna.brasun@umw.edu.pl



2

zwigzanych ze stresem oksydacyjnym i zapalnym. Odkrycie zjawiska kuproptozy -
specyficznej, zaleznej od miedzi formy §mierci komoérkowej - dodatkowo podkreslito
konieczno$¢ zrozumienia mechanizméw molekularnych kontrolujacych pule labilnej
miedzi w komérce. Metalotioneiny, jako biatka zdolne do wigzania wielu jonéw Cu(I)
w sposéb kooperatywny i domenowy, stanowig potencjalne regulatory tego procesu.

Choé¢ struktura i funkcje komplekséw cynkowych metalotionein zostaly
stosunkowo dobrze poznane, znacznie mniej wiadomo o ich kompleksach miedziowych
i mieszanych formach miedziowo-cynkowych. Réznice w geometrii koordynacyjnej,
wlasciwo$ciach  redoksowych oraz  mechanizmach reorganizacji  klastréw
metalotioneinowych sprawiaja, Ze oddzialywania z jonami Cu(l)/Cu(Il) majg charakter
bardziej zlozony. Ponadto w organizmie czlowieka wystepuje kilka izoform
metalotionein wykazujacych zréznicowana ekspresje tkankowa i potencjalnie odmienne
wiasciwosci funkcjonalne w kontek$cie wigzania miedzi.

Badania nad interakcjami ludzkich metalotionein z jonami miedzi maja zatem
fundamentalne znaczenie dla zrozumienia molekularnych podstaw homeostazy metali,
mechanizméw ochrony komérki przed stresem oksydacyjnym oraz roli tych biatek
w patogenezie choréb zwigzanych z zaburzeniami gospodarki miedzig. Dostarczaja one
réwniez podstaw do opracowywania nowych strategii terapeutycznych
ukierunkowanych na modulacje dostepnos$ci jonéw tego pierwiastka w komdrkach.

W zwigzku z powyiszym, tematyka podjeta przez Doktorantke w tym:
kompleksowa charakterystyka mechanizméw wigzania miedzi przez ludzkie
metalotioneiny - obejmujgca analize stechiometrii, powinowactwa, kooperatywnosci
oraz wplywu czynnikOw redoks i obecno$ci innych jonéw metali - stanowi istotne
i aktualne wyzwanie badawcze o znaczeniu zaréwno poznawczym, jak i aplikacyjnym.

Przedstawiona praca ma Kklarowng, logicznie uporzadkowanga strukture,
odpowiadajacg klasycznemu schematowi rozprawy eksperymentalnej. Rozprawa
otwiera sie wstepem teoretycznym, w ktérym doktorantka systematycznie omawia
wlasciwoéci chemiczne i biologiczne cynku oraz miedzi, ich role fizjologiczng
i mechanizmy homeostazy, ze szczegélnym uwzglednieniem konsekwencji zaburzen
regulacji jonéw miedzi, w tym zjawiska kuproptozy. W dalszej czedci wstepu
przedstawia pojecie labilnej puli jonéw metali, charakterystyke miejsc wiazacych Zn(II)
i Cu(l)/Cu(I1) w biatkach oraz szczegétowy przeglad wiedzy dotyczacej metalotionein —
ich historii badan, klasyfikacji, struktury, funkcji biologicznych i regulacji ekspresji.
Wstep konsekwentnie zaweza perspektywe do metalotionein miedziowo-cynkowych,
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jasno uzasadniajgc podjeta tematyke badawcza. W rozdziale drugim Doktorantka jasno
formutuje cele pracy, ktére obejmujg zaréwno opracowanie procesu metalacji MT2
i MT3 jonami Cu(l)/Cu(ll), jak i analize stabilnosci, stechiometrii, powinowactwa jonéw
metali do MT czy roli oddzialywari miedzydomenowych na wiasciwosci buforujace
biatka. Cele te wyraZznie zapowiadaja kompleksowe, wielopoziomowe podejécie
do problemu. W nastepnym rozdziale, ,Materiaty i metody”, Doktorantka szczegétowo
opisuje stosowane metody biologiczne (nadprodukcja i oczyszczanie metalotionein
w systemie bakteryjnym, rekonstrukcja komplekséw cynkowych) oraz chemiczne
(spektroskopia UV-vis, dichroizm kotowy, fotoluminescencja czy spektrometria mas).
Wrozdziale czwartym zostalty przedstawione wyniki przeprowadzonych badaf,
rozpoczynajgc od produkcji izoform metalotionein, poprzez charakterystyke
komplekséw miedziowych i miedziowo-cynkowych, analize ich stechiometrii,
stabilno$ci i wlasciwosci spektroskopowych. Istotng cze$é stanowi mapowanie miejsc
wigzania jonéw Cu(l), Zn(Il) oraz mostkéw disulfidowych w kluczowym kompleksie
Cu(1)4Zn(I1)4MT3o0x. Oddzielny podrozdziat po§wiecony badaniom izolowanych domen
MT3 stanowi wazny element metodologiczny catej pracy. Rozdziat piaty - ,Dyskusja” -
ma charakter syntetyczny i interpretacyjny. Doktorantka konfrontuje uzyskane wyniki
zdanymi literaturowymi, analizuje wplyw jonéw Zn(ll) na strukture klastréw
miedziowych, konkurencje Cu(l) i Zn(II) o miejsca wigzania, zalezno§¢é powinowactw
od stopnia wysycenia oraz znaczenie form kompleksowych. Szczegélnie istotne miejsce
zajmuje analiza spektrometrii mas jako narzedzia do strukturalnej charakterystyki oraz
ocena mozliwosci stosowania izolowanych domen jako modeli stechiometrycznych.
Na zakorniczenie tego rozdziatu, Doktorantka omawia wplyw oddzialywafi miedzy
domenowych na powinowactwo wzgledem jonéw Cu(I)/Cu(ll). Caloéé zamyka
podsumowanie z syntetycznym ujeciem najwazniejszych wnioskéw pracy, oraz
obszerna (227 pozycji) bibliografia, §wiadczaca o bardzo dobrej orientacji w aktualnym
stanie badan.

Celem niniejszej rozprawy bylo kompleksowe scharakteryzowanie miedziowych
oraz miedziowo-cynkowych komplekséw metalotionein MT2 i MT3, ktérych
wiasciwosci i funkcje pozostajg znacznie stabiej poznane niz kompleksé6w cynkowych.
Doktorantka postawita sobie za zadanie uzupelnienie luk w wiedzy dotyczacej
stechiometrii, stabilnoci i termodynamiki komplekséw MT cze$ciowo oraz catkowicie

wysyconych jonami miedzi, a takze wyja$nienie sprzeczno$ci obecnych w literaturze.
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Szczegblny nacisk potozyla na opis procesu wysycenia jonami metali MT2 i MT3,
identyfikacje stabilnych, przejéciowych i koricowych, form w stanie zredukowanym
i utlenionym oraz wyznaczenie stalych dysocjacji jonéw Cu(I) i Zn(Il) w kompleksach
homo- i heterometalicznych. Istotnym celem byto réwniez okre$lenie funkcji buforowej
metalotionein wobec jonéw Zn(II} w obecnoéci miedzi oraz lokalizacja miejsc wigzania
Cu(l), Zn(ll} i mostkéw disulfidowych w fizjologicznie istotnym kompleksie
Cu(N,Zn(I),MT30x. Ponadto doktorantka podjeta si¢ oceny roli oddzialywar miedzy
domenowych w ksztalttowaniu pojemnoéci buforowej metalotionein poprzez badania
izolowanych domen oraz analize wplywu kowalencyjnego polaczenia domen (linkera
KKS) na stabilno$é komplekséw miedziowych i miedziowo-cynkowych MT3. Catos¢
badari ukierunkowata na okreélenie potencjalnej roli MT jako aktywnych regulatoréw
homeostazy miedzi, zdolnych do pehienia funkcji zaréwno donoréw, jak i akceptoréw

jonéw metalu. Do najwazniejszych osiggnie¢ naukowych Doktorantki zaliczy¢ moZna:

= kompleksowa charakterystyke chemiczng zredukowanych i utlenionych izoform MT2
i MT3 obejmujacych zaréwno kompleksy miedziowe, jak i miedziowo-cynkowe
a przeprowadzenie badari w warunkach zblizonych do fizjologicznych zwieksza ich
znaczenie biologiczne; ‘

s pierwsza pelng analize stechiometryczng i stabilno$ciowg komplekséw w roztworze,
ktéra pozwolita na wyznaczenie maksymalnych stopni wysycenia jonami Cu(l)
niezaleznie od obecnosci Zn(Il): 13 jonéw Cu(l) dla form zredukowanych i 8 jonéw
Cu(I) dla form utlenionych;

= okreélenie organizacji centr6w metalicznych w domenach a i B m.in. nieréwnomierny
rozkiad jonéw Cu(l) pomiedzy obiema domenami, istnienie odmiennych klastrow
metalicznych (homo- i heterometalicznych), obecno$¢ klastréw Cu(l) stabilizowanych
przez mostki disiarczkowe; i reszty Cys; i zaproponowanie modelu strukturalnego
Klastréw metalicznych, ktéry uwzglednia oddzialywania migdzypodjednostkowe;

s wyja$nienie r6znic miedzy kompleksami miedziowymi i miedziowo-cynkowymi oraz
wykazanie, Ze tworzenie w pelni wysyconych struktur wymaga oddzialywarn
miedzydomenowych, co wskazuje na znaczenie kontekstu strukturalnego catego
biatka;

= charakterystyka proceséw metalacji i stabilnoéci form po$rednich dzigki czemu
wykazano, réznice pomiedzy MT2 i MT3 w przebiegu tego procesu oraz w stabilnosci
tworzonych komplekséw posrednich; jednoczeénie wykazano, Ze formy koricowe obu
izoform sa zblizone pod wzgledem stechiometrii i stabilnosci;
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= wykazanie, ze izolowane domeny moga by¢ stosowane jako model stechiometryczny

wylgcznie dla w petni wysyconych komplekséw homometalicznych.

Przedstawiona rozprawa wnosi istotny wklad w zrozumienie mechanizméw
wigzania i redystrybucji jonéw Cu(l) i Zn(ll) przez metalotioneiny, szczegélnie
w kontekscie réznic funkcjonalnych miedzy izoformami MT2 i MT3. Praca ma znaczenie
zaréwno dla badart podstawowych, jak i potencjalnie aplikacyjne.

Mimo, Ze rozprawa doktorska zostata przygotowana bardzo sumiennie i napisana
jest poprawng polszczyzng to Doktorantka popetnita kilka, mato istotnych dla catosci,
btedéw gtéwnie o charakterze interpunkcyjnym czy tzw. btedéw w druku. Chciatabym
aby podczas obrony Doktorantka odniosta si¢ do nastepujacych pytar:

1. Jakie whasciwosci danej izoformy MT decydujg o tym, Ze jest ona bardziej lub
mniej specyficzna wzgledem miedzi?

2. W wyniku reakcji Cu(Il) z cynkowa MT2 i MT3 dochodzi do redukcji metalu
i utlenienia reszt Cys. Czy istnieja jakie§é dowody lub przestanki, ze izoformy te reaguja
odmniennie skoro majg odmienny charakter?

3. Jakie czynniki decydujg o obnizonym powinowactwie Zn(1l) do MT w mieszanych
kompleksach miedziowo-cynkowych ?

4. Dlaczego wedtug Pani izolowane domeny réznia sie od calego biatka? Czy jest
to tylko zwigzane z tzw. oddzialywaniem? Na czym polega samo oddziatywanie?

Na szczegblng uwage zastuguje takze dorobek naukowy Doktorantki: 5 prac
opublikowanych w renomowanych czasopismach o zasiggu miedzynarodowym takich
jak na przyktad Analytical Chemistry czy Journal of Proteome Research, ubu z wydawnicta
American Chemical Society. Ponadto 3 pozostale prace sa w przygotowaniu.
Doktorantka ma na swoim koncie réwniez liczne prezentacje wynikéw badar gtéwnie
na migdzynarodowych konferencjach naukowych, uczestnictwo w realizacji dwéch
projektach grantowych Narodowego Centrum Nauki. Uzyskala réwniez dwa stypendia
wyjazdowe do Stanéw Zjednoczonych na kluczowe konferencje naukowe.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi oryginalne
rozwiazanie problemu naukowego i spelnia ustawowe Kkryteria stawiane
rozprawom doktorskim w zwigzku z czym wnosze o dopuszczenie mgr Alicje
Orzet do dalszych etapéw postepowania.

Oceniana rozprawa doktorska wyréznia sie ponadprzecietna warto$cia naukowa
a wyniki badari zostaly juz czg$ciowo opublikowane w prestizowych, recenzowanych
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czasopismach migdzynarodowych, co potwierdza ich wysoka jako§¢ merytoryczng oraz
znaczenie dla rozwoju dyscypliny. Zastosowane podejécie badawcze $wiadczy o duzej
samodzielnoéci naukowej oraz dojrzatosci metodologicznej mgr Alicji Orzet
a opracowane rozwigzania eksperymentalne maja potencjal szerszego zastosowania
w pokrewnych obszarach badawczych. W mojej ocenie to wilasnie aspekt
innowacyjno$ci eksperymentalnej stanowi jeden z najmocniejszych elementéw
ocenianej pracy i wyraZnie ja wyréznia na tle dotychczasowych badari. W zwiazku z tym

wnosze o wyréznienie przedstawionej dysertaciji.
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