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Metalotioneiny należą do kluczowych białek odpowiedzialnych za utrzymanie

homeostazy jonów metali w komórkach organizmów żywych. Szczególne znaczenie

mają ludzkie metalotioneiny (MT), które dzięki wysokiej zawartości reszt

cysteinylowych wykazują zdolność wiązania jonów metali przejściowych w postaci

Plastrów metalotioneinowych. W kontekście fizjologii człowieka rola tych białek

wykracza poza bierne magazynowanie metali - uczestniczą one m. in. w regulacji

sygnalizacji komórkowej, odpowiedzi na stres oksydacyjny, detoksykacji oraz kontroli

dostępności jonów metali dla enzymów.

]ednym z metali przejściowych wiązanych przez MT jest miedź. Jest to

pierwiastek niezbędny do prawidłowego funkcjonowania organizmu, pehiiący liczne

funkcje np. : jest kofaktorem w licznych enzymach oksydoredukcyjnych, jak oksydaza

cytochromu c, dysmutaza ponadtlenkowa czy oksydaza lizylowa. Jednocześnie jej

właśdwości redoksowe sprawiają, że nadmiar wolnych jonów Cu(I)/Cu(II) może

prowadzić do generowania reaktywnych form tlenu. W związku z tym utrzymanie

odpowiedniego poziomu miedzi w komórce jest niezwykle istotne i wymaga precyzyjnej

regulacji przez m.in. wiązanie z wyspecjalizowanymi białkami jak chaperony czy

metalotioneiny.

W związku z powyższym, szczególnego znaczenia nabiera badanie oddziaływań

ludzkich metalotionein z jonami miedzi w świetle rosnącej liczby doniesień

wskazujących na ich aktywną rolę w regulacji redoks komórki oraz w procesach
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związanych ze stresem oksydacyjn}mi i zapalnym. Odkrycie zjawiska kuproptozy -

specyficznej, zależnej od miedzi formy śmierci komórkowej - dodatkowo podkreśliło

konieczność zrozumienia mechanizmów molekularnych kontrolujących pulę labilnej

miedzi w komórce. Metalotioneiny, jako białka zdolne do wiązania wielu jonów Cu(I)

w sposób kooperatywny i domenowy, stanowią potencjalne regulatory tego procesu.

Choć struktura i funkcje kompleksów cynkowych metalotionein zostały

stosunkowo dobrze poznane, znacznie mniej wiadomo o ich kompleksach miedziowych

i mieszanych formach miedziowo-cynkowych. Różnice w geometrii koordynacyjnej,

właściwościach redoksowych oraz mechanizmach reorganizacji Plastrów

metalotioneinowych sprawiają, że oddziaływania z jonami Cu(I)/Cu(II) mają charakter

bardziej złożony. Ponadto w organizmie człowieka występuje kilka izoform

metalotionein wykazujących zróżnicowaną ekspresję tkankową i potencjalnie odmienne

właściwości funkcjonalne w kontekście wiązania miedzi.

Badania nad interakcjami ludzkich metalotionein z jonami miedzi mają zatem

fundamentalne znaczenie dla zrozumienia molekularnych podstaw homeostazy metali,

mechanizmów ochrony komórki przed stresem oksydacyjnym oraz roli tych białek

w patogenezie chorób związanych z zaburzeniami gospodarki miedzią. Dostarczają one

również podstaw do opracowywania nowych strategii terapeutycznych

ukierunkowanych na modulację dostępności jonów tego pierwiastka w komórkach.

W związku z powyższym, tematyka podjęta przez Doktorantkę w tym:

kompleksowa charakterystyka mechanizmów wiązania miedzi przez ludzkie

metalotioneiny - obejmująca analizę stechiometrii, powinowactwa, kooperatywności

oraz wpływu czynników redoks i obecności innych jonów metali - stanowi istotne

i aktualne wyzwanie badawcze o znaczeniu zarówno poznawczym, jak i aplikacyjnym.

Przedstawiona praca ma klarowną, logicznie uporządkowaną strukturę,

odpowiadającą klasycznemu schematowi rozprawy eksperymentalnej. Rozprawa

otwiera się wstępem teoretycznym, w którym doktorantka systematycznie omawia

właściwości chemiczne i biologiczne cynku oraz miedzi, ich rolę fizjologiczną

i mechanizmy homeostazy, ze szczególnym uwzględnieniem konsekwencji zaburzeń

regulacji jonów miedzi, w tym zjawiska kuproptozy. W dalszej części wstępu

przedstawia pojęcie labilnej puli jonów metali, charakterystykę miejsc wiążących Zn(II)

i Cu(]]/Cu(II) w białkach oraz szczegółowy przegląd wiedzy dotyczącej metalotionein -

ich historii badań, klasyfikacji, struktury, funkcji biologicznych i regulacji ekspresji.

Wstęp konsekwentnie zawęża perspektywę do metalotionein miedziowo-cynkowych,
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jasno uzasadniając podjętą tematykę badawczą. W rozdziale drugim Doktorantka jasno

formułuje cele pracy, które obejmują zarówno opracowanie procesu metalacji MT2

i MT3 Jonami Cu[I)/Cu[II), jak i analizę stabilności, stechiometrii, powinowactwa jonów

metali do MT czy roli oddziaływań międzydomenowych na właściwości buforujące

białka. Cele te wyraźnie zapowiadają kompleksowe, wielopoziomowe podejście

do problemu. W następnym rozdziale, "Materiały i metody". Doktorantka szczegółowo

opisuje stosowane metody biologiczne (nadprodukcja i oczyszczanie metalotionein

w systemie bakteryjnym, rekonstrukcja kompleksów cynkowych) oraz chemiczne

[spektroskopia UV-vis, dichroizm kołowy, fotoluminescencja czy spektrometria mas).

W rozdziale czwartym zostały przedstawione wyniki przeprowadzonych badań,

rozpoczynając od produkcji izoform metalotionein, poprzez charakterystykę

kompleksów miedziowych i miedziowo-cynkowych, analizę ich stechiometrii,

stabilności i właściwości spektroskopowych. Istotną część stanowi mapowanie miejsc

wiązania jonów Cu(I), Zn(II) oraz mostków disulfidowych w kluczowym kompleksie

Cu(l)4Zn[II34MT3ox. Oddzielny podrozdział poświęcony badaniom izolowanych domen

MT3 stanowi ważny element metodologiczny całej pracy. Rozdział piąty - "Dyskusja" -

ma charakter syntetyczny i interpretacyjny. Doktorantka konfrontuje uzyskane wyniki

zdanymi literaturowymi, analizuje wpływ Jonów Zn(II) na strukturę klastrów

miedziowych, konkurencję Cu(I) i Zn(II) o miejsca wiązania, zależność powinowactw

od stopnia wysycenia oraz znaczenie form kompleksowych. Szczególnie istotne miejsce

zajmuje analiza spektrometrii mas jako narzędzia do strukturalnej charakterystyki oraz

ocena możliwości stosowania izolowanych domen jako modeli stechiometrycznych.

Na zakończenie tego rozdziału. Doktorantka omawia wpływ oddziaływań między

domenowych na powinowactwo względem jonów Cu[I)/Cu[II). Całość zamyka

podsumowanie z syntetycznym ujęciem najważniejszych wniosków pracy, oraz

obszerna [227 pozycji) bibliografia, świadcząca o bardzo dobrej orientacji w aktualnym
stanie badań.

Celem niniejszej rozprawy było kompleksowe scharakteryzowanie miedziowych

oraz miedziowo-cynkowych kompleksów metalotionein MT2 i MT3, których

właściwości i funkcje pozostają znacznie słabiej poznane niż kompleksów cynkowych.

Doktorantka postawiła sobie za zadanie uzupełnienie luk w wiedzy dotyczącej

stechiometrii, stabilności i termodynamiki kompleksów MT częściowo oraz całkowicie

wysyconych jonami miedzi, a także wyjaśnienie sprzeczności obecnych w literaturze.
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Szczególny nacisk położyła na opis procesu wysycenia jonami metali MT2 i MT3,

identyfikację stabilnych, przejściowych i końcowych, form w stanie zredukowanym

i utlenionym oraz wyznaczenie stałych dysocjacji jonów Cu(I) i Zn(II) w kompleksach

homo- i heterometalicznych. Istotnym celem było również określenie funkcji buforowej

metalotionein wobec jonów Zn(II) w obecności miedzi oraz lokalizacja miejsc wiązania

Cu(I), Zn(II) i mostków disulfidowych w fizjologicznie istotnym kompleksie

Cu(I)4Zn(II)4MT3ox. Ponadto doktorantka podjęła się oceny roli oddziaływań między

domenowych w ksztahowaniu pojemności buforowej metalotionein poprzez badania

izolowanych domen oraz analizę wpływu kowalencyjnego połączenia domen (linkera

KKS) na stabilność kompleksów miedziowych i miedziowo-cynkowych MT3. Całość

badań ukierunkowała na określenie potencjalnej roli MT jako aktywnych regulatorów

homeostazy miedzi, zdolnych do pełnienia funkcji zarówno donorów, jak i akceptorów

jonów metalu. Do najważniejszych osiągnięć naukowych Doktorantki zaliczyć można:

. kompleksową charakterystykę chemiczną zredukowanych i utlenionych izoform MT2

i MT3 obejmujących zarówno kompleksy miedziowe, jak i miedziowo-cynkowe

a przeprowadzenie badań w warunkach zbliżonych do fizjobgicznych zwiększa ich

znaczenie biobgiczne;

. pierwszą pełną analizę stechiometiyczną i stabilnościową kompleksów w roztworze,

która pozwoliła na wyznaczenie maksymalnych stopni wysycenia jonami Cu(I)

niezależnie od obecności Zn(II): 13 jonów Cu(I) dla form zredukowanych i 8 jonów

Cu[I) dla form uttenionych;

. określenie organizaqi centrów metalicznych w domenach a i p m. in. nierównomierny

rozkład jonów Cu(I) pomiędzy obiema domenami, istnienie odmiennych klastrów

metalicznych (homo- i heterometalicznych), obecność Mastrów Cu(I) stabilizowanych

przez mostki disiarczkowe; i reszty Cys; i zaproponowanie modelu strukturalnego

ktestrów metalicznych, który uwzględnia oddziaływania międzypodjednostkowe;

. wyjaśnienie różnic między kompleksami miedziowymi i miedziowo-cynkowymi oraz

wykazanie, że tworzenie w pełni wysyconych struktur wymaga oddziaływań

międzyctomenowych, co wskazuje na znaczenie kontekstu strukturabiego całego

białka;

" charakterystyka procesów metalacji i stabilności form pośrednich dzięki czemu

wykazano, różnice pomiędzy MT2 i MT3 w przebiegu tego procesu oraz w stabilności

tworzonych kompleksów pośrednich; Jednocześnie wykazano, że formy końcowe obu

izoform są zbliżone pod względem stechiometrii i stabitaości;
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. wykazanie, że izotowane domeny mogą być stosowane Jako model stechiometiyczny

wyłącznie dla w pełni wysyconych kompteksów homometalicznych.

Przedstawiona rozprawa wnosi istoftiy wkład w zrozumienie mechanizmów

wiązania i redystrybucji jonów Cu(I) i Zn(II) przez metabtioneiny, szczególnie

w kontekście różnic funkcjonalnych między izoformami MT2 i MT3. Praca ma znaczenie

zarówno dla badań podstawowych, jak i potencjalnie aplikacyjne.

Mimo, że rozprawa doktorska została przygotowana bardzo sumiennie i napisana

jest poprawną polszczyzną to Doktorantka popełniła kilka, mało istotnych dla całości,

błędów głównie o charakterze interpunkcyjnym czy tzw. błędów w druku. Chciałabym

aby podczas obrony Doktorantka odniosła się do następujących pytań:

l. Jakie właściwości danej izoformy MT decydują o tym, że jest ona bardziej lub

mniej specyficzna względem miedzi?

2. W wyniku reakcji Cu(II) z cynkową MT2 i MT3 dochodzi do redukcji metalu

i utlenienia reszt Cys. Czy istnieją jakieś dowody lub przesłanki, że izoformy te reagują

odmniennie skoro mają odmienny charakter?

3. fakie czynniki decydują o obniżonym powinowactwie Zn(II) do MT w mieszanych

kompleksach miedziowo-cynkowych ?

4. Dlaczego według Pani izolowane domeny różnią się od całego białka? Czy jest

to tylko związane z tzw. oddziaływaniem? Na czym polega samo oddziatywanie?

Na szczególną uwagę zasługuje także dorobek naukowy Doktorantki: 5 prac

opublikowanych w renomowanych czasopismach o zasięgu międzynarodowym takich

jak na przykład Analytical Chemistry czyjournal ofProteome Research, ubu z wydawnicta

American Chemical Society. Ponadto 3 pozostałe prace są w przygotowaniu.

Doktorantka ma na swoim koncie również liczne prezentacje wyników badań głównie

na międzynarodowych konferencjach naukowych, uczestnictwo w realizacji dwóch

projektach graniowych Narodowego Centrum Nauki. Uzyskała również dwa stypendia

wyjazdowe do Stanów Zjednoczonych na kluczowe konferencje naukowe.

Praedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi oryginalne

rozwiązanie problemu naukowego i spełnia ustawowe kryteria stawiane

rozprawom doktorskim w związku z czym wnoszę o dopuszczenie mgr Alicję

Orzeł do dalszych etapów postępowania.

Oceniana rozprawa doktorska wyróżnia się ponadprzeciętną wartością naukową

a wyniki badań zostały już częściowo opublikowane w prestiżowych, recenzowanych
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czasopismach międzynarodowych, co potwierdza ich wysoką jakość merytoryczną oraz

znaczenie dla rozwoju dyscypliny. Zastosowane podejście badawcze świadczy o dużej

samodzielności naukowej oraz dojrzałości metodologicznej mgr Alicji Orzeł

a opracowane rozwiązania eksperymentalne mają potencjał szerszego zastosowania

w pokrewnych obszarach badawczych. W mojej ocenie to właśnie aspekt

innowacyjności eksperymentalnej stanowi jeden z najmocniejszych elementów

ocenianej pracy i wyraźnie ją wyróżnia na tle dotychczasowych badań. W związku z tym

wnoszę o wyróżnienie przedstawionej dysertacji.
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