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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Alicji Orzeł

pt. "Oddziaływania ludzkich metalotionein MT2 i MT3 z jonami Cu(I) i Cu(II)"

Rozprawa doktorska Pani mgr Alicji Orzeł została przygotowana w Zakładzie Chemii Biologicznej
Wydziału Biotechnologii Uniwersytetu Wrocławskiego pod kiemnkiem prof. dr. hab. Artura Krężla,
uznanego na arenie międzynarodowej eksperta w dziedzinie chemii biologicznej, w szczególności
biochemii i chemii bionieorganicznej. Dorobek naukowy Pana Profesora, obejmujący pionierskie prace
dotyczące m. in. metalotionein, specjacji jonów metali przejściowych oraz ich roli w homeostazie
komórkowej, stworzył wyjątkowo wymagające, ale i inspirujące środowisko dla realizacji rozprawy
doktorskiej. Tematyka podjęta w pracy dotyczy jednego z kluczowych zagadnień współczesnej chemii
bionieorganicznej, jakim jest precyzyjna regulacja poziomu jonów Cu(I)/Cu(II) i Zn(II) w komórkach oraz
rola metalotionein w tym procesie. Zaburzenia homeostazy miedzi i cynku wiążą się z patogenezą wielu
chorób neurodegeneracyjnych, nowotworowych i metabolicznych, a jednocześnie chemia koordynacyjna
tych jonów, zwłaszcza w kontekście białek bogatych w cysteiny, pozostaje tmdna do jednoznacznego
opisania. Metalotioneiny MT2 i MT3, o odmiennej specyfice funkcjonalnej i strukturze domen, stanowią
modelowy, ale zarazem bardzo wymagający układ do badań nad rolą białek miedziowo-cynkowych w
buforowaniu labilnych metali i przekazywaniu ich do białek docelowych. Na tym tle praca mgr Alicji Orzeł
wpisuje się w aktualny, intensywnie rozwijany nurt badań nad molekularnymi podstawami homeostazy
jonów metali i ich znaczeniem dla regulacji szlaków sygnałowych.

Przedłożona do recenzji rozprawa jest dziełem ambitnym, precyzyjnym i bardzo dobrze
zakorzenionym w nowoczesnej chemii bionieorganicznej. Autorka mierzy się z jednym z najtmdniejszych
eksperymentalnie obiektów: małocząsteczkowymi białkami miedziowo-cynkowymi charakteryzującymi
się znaczną dynamiką konformacyjną, labilnością oraz zmiennym rozkładem form kompleksowych. W
takich warunkach zaprojektowanie spójnego programu badawczego oraz wyprowadzenie przekonujących
wniosków wymaga zarówno doskonałego opanowania warsztatu eksperymentalnego, jak i dużej
dyscypliny w interpretacji danych pomiarowych. W mojej ocenie oba te warunki zostały przez Doktorantkę
w pełni spehiione. Pani mgr Alicja Orzeł z dużą konsekwencją realizuje postawione cele badawcze, łącząc
metody rekombinowanej nadprodukcji białek z zaawansowanymi technikami spektroskopowymi,
spektrometrią mas oraz badaniami kinetycznymi i termodynamicznymi. Analiza oddziaływań Cu(I)/Cu(II)
i Zn(II) z MT2 i MT3 obejmuje zarówno formy zredukowane, jak i utlenione, a także kompleksy
heterometaliczne, co pozwala na uzyskanie wielowymiarowego obrazu badanych układów. Zgromadzony
materiał eksperymentalny jest obszerny, wewnętrznie spójny i wnosi realny wkład w zrozumienie roli
metalotionein w buforowaniu miedzi i cynku oraz w ich funkcji jako donorów i akceptorów jonów
Cu(I)/Cu(II).

Rozprawa liczy 167 stron i została napisana w języku polskim. Jej układ jest przejrzysty i w pełni
zgodny z zasadami obowiązującymi dla prac doktorskich z zakresu nauk ścisłych i przyrodniczych.
Dysertacja obejmuje streszczenie w języku polskim i angielskim, rozbudowany wstęp teoretyczny, jasno
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sformułowane cele badań, szczegółowy opis materiałów i metod, a następnie rozdziały prezentujące wyniki
własne wraz z ich dyskusją oraz podsumowanie i wnioski końcowe. Struktura pracy jest logiczna, a kolejne
rozdziały prowadzą czytelnika od ogólnego wprowadzenia w problematykę homeostazy metali i
metalotionein, poprzez część metodologiczną, aż do szczegółowych analiz mechanizmów wiązania jonów
Cu(I)/Cu(II) i Zn(II) przez izoformy MT2 i MT3. Na uwagę zasługuje także staranna oprawa graficzna

dysertacji: liczne widma, wykresy, schematy i tabele zostały dobrane w sposób przemyślany i istotnie
ułatwiają śledzenie złożonych zależności pomiędzy specjacją jonów metali a strukturą badanych białek.

Już na poziomie samego dorobku naukowego związanego z przygotowywaną rozprawą mgr Alicja
Orzeł wyróżnia się na tle typowych doktorantów. Jest współautorką pięciu opublikowanych prac w bardzo
dobrych czasopismach (Anal. Chem., Inorg. Chem., J. Proteome Res., Anal. Chim. Acta, Biometals),
powiązanych tematycznie z problematyką metalotionein i homeostazy jonów metali. Ponadto trzy kolejne
manuskrypty, w których Doktorantka jest pierwszą autorką, są na zaawansowanym etapie przygotowania i

stanowią bezpośredni rezultat badań opisanych w dysertacji. Taki zestaw publikacji na etapie przewodu
doktorskiego świadczy o jakości uzyskanych wyników oraz o umiejętności ich przekucia w
pełnowartościowe opracowania naukowe. Na podkreślenie zashiguje również aktywność konferencyjna
Doktorantki. Pani mgr Alicja Orzeł prezentowała wyniki swoich badań na siedmiu konferencjach o zasięgu

krajowym i międzynarodowym, zarówno w formie posterów, jak i wystąpień ustnych, co bez wątpienia
przyczyniło się do weryfikacji i promocji uzyskanych rezultatów w środowisku specjalistów zajmujących

się biologiczną chemią metali. Przyznaję, że miałem okazję dyskutować z Doktorantką i sposób, w jaki
broniła przyjętych założeń, potwierdził jej bardzo dobre przygotowanie merytoryczne, swobodę w
poruszaniu się po literaturze przedmiotu oraz ewoluującą dojrzałość naukową. Na podkreślenie zasługuje
także zaangażowanie Pani mgr Alicji Orzeł w realizację projektów badawczych i jej aktywność w
podnoszeniu własnych kompetencji. Doktorantka uczestniczyła jako wykonawca w projektach OPUS
kierowanych przez prof. Artura Krężla, odbyła specjalistyczne szkolenia z zakresu spektrometrii mas oraz
technik LC-MS/MS, a ponadto uzyskała stypendia przeznaczone na udział w prestiżowych konferencjach
międzynarodowych. Taki obraz dorobku publikacyjnego, konferencyjnego i projektowego pozwala

stwierdzić, że przedstawiona do recenzji rozprawa jest zwieńczeniem dojrzałego, konsekwentnie
rozwijanego programu badawczego, realizowanego pod kierunkiem wybitnego specjalisty i z pełnym
zaangażowaniem samej Doktorantki.

Część literaturowa rozprawy została przygotowana bardzo starannie i stanowi klarowne, dobrze
przemyślane wprowadzenie w problematykę badań. Autorka prowadzi czytelnika od ogólnych zagadnień
związanych z właściwościami chemicznymi i biologicznymi cynku oraz miedzi, poprzez omówienie
mechanizmów homeostazy obu tych pierwiastków, konsekwencji jej zaburzeń oraz pojęcia labilnej puli
jonów metali, aż do szczegółowego opisu metalotionein, ich podziahi, struktury, regulacji ekspresji i
funkcji, ze szczegóhiym uwzględnieniem miedziowo-cynkowych izoform MT2 i MT3. Ten stopniowy
sposób budowania narracji, od podstaw fizykochemicznych po złożone implikacje biologiczne sprawia, że
nawet bardzo skomplikowane zagadnienia chemii bionieorganicznej stają się zrozumiałe i intelektualnie
atrakcyjne. Muszę przyznać, że gdybym podczas studiów magisterskich miał wykłady z chemii
bionieorganicznej prowadzone w tak przystępny, a jednocześnie merytoryczny sposób, całkiem możliwe,

że dziś byłbym dla promotora rozprawy realną konkurencją w jego specjalności.
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Na podkreślenie zashiguje bardzo dobra orientacja Doktorantki w literaturze przedmiotu, zarówno
klasycznej, jak i najnowszej, dotyczącej roli cynku i miedzi w organizmach żywych, mechanizmów ich
transportu, buforowania i redystrybucji oraz miejsca metalotionein w tej złożonej sieci oddziaływań.
Autorka nie ogranicza się do prostego streszczenia stanu wiedzy, lecz konsekwentnie wykorzystuje
przegląd literahiry do zarysowania luk poznawczych, które jej praca ma wypełnić. Bardzo dobrze wypada
zwłaszcza fragment poświęcony miedziowo-cynkowym metalotioneinom: wyraźnie pokazano, że w
przeciwieństwie do stosunkowo dobrze scharakteryzowanych kompleksów Zn(II) i Cd(II), dane dotyczące
kompleksów miedziowych i mieszanych Cu(I)/Zn(II) są fragmentaryczne, często rozbieżne i w dużej
mierze oparte na wybranych formach obu metali analizowanych pojedynczymi metodami. Wprowadzenie
w naturalny sposób prowadzi zatem do kluczowego pytania, jak wyglądają pełne krajobrazy specjacyjne
MT2 i MT3 w układach zawierających zarówno Zn(II), jak i Cu(I)/Cu(II), oraz jakie mogą być
konsekwencje tych różnic dla funkcji biologicznych tych białek. Jednym z ciekawszych, a zarazem
stosunkowo nowych wątków pojawiających się we wstępie jest odniesienie do kuproptozy, czyli zjawiska,
z którym, muszę przyznać, spotykam się po raz pierwszy w tak klarownej formie. Biorąc pod uwagę, jak
"modnym" i intensywnie eksploatowanym obszarem badań stała się w ostatnich latach ferroptoza w
kontekście terapii przeciwnowotworowych, pojawienie się jej miedziowego odpowiednika otwiera
intrygującą perspektywę poszukiwania alternatywnych mechanizmów celowanej śmierci komórkowej.
Autorka nie tylko przedstawia kluczowe założenia kuproptozy, ale również umiejętnie wiąże je z
fundamentalnymi problemami opisanymi we wcześniejszych częściach wstępu: zmiennością specjacji
Cu(I)/Cu(II), labilną pulą jonów miedzi w komórce oraz rolą białek bufomjących, do których
metalotioneiny niewątpliwie należą. To połączenie chemii koordynacyjnej z dyskutowanymi obecnie,
koncepcjami regulowanej śmierci komórkowej, oceniam jako szczególnie wartościowe. Z mojego punktu
widzenia, od lat zajmującego się m. in. rolą reaktywnych form tlenu w terapiach przeciwnowotworowych,
perspektywa modulowania homeostazy miedzi jako potencjalnej osi terapeutycznej wydaje się fascynująca.
Tym bardziej podczas obrony usłyszę więcej o tym Jak Autorka ocenia przyszłość badań nad kuproptozą,
jakie widzi praktyczne ograniczenia i czy, jej zdaniem, manipulowanie specjacją Cu(I)/Cu(II) przy udziale
metalotionein stanowi reahiy punkt uchwytu dla terapii nowej generacji. Jest to wątek nowy i idealnie
wpisujący się w interdyscyplinarny charakter całej pracy.

Cele pracy zostały sformułowane jasno, logicznie i w sposób bezpośrednio wynikający z
wcześniejszego przeglądu literatury. Autorka precyzyjnie identyfikuje nadrzędny cel badawczy, którym
jest pełna charakterystyka interakcji jonów Cu(I) i Cu(II) z metalotioneinami MT2 i MT3: począwszy od
ustalenia stechiometrii i specjacji, poprzez określenie parametrów tennodynamicznych, aż po analizę
możliwości odwracalnego transferu tych jonów do białek docelowych. Ten główny cel zostaje następnie
rozwinięty w zestaw celów szczegółowych, obejmujących m. in. : opracowanie procedur kontrolowanej
metalacji MT2 i MT3, identyfikację stabilnych form częściowo i całkowicie wysyconych Cu(I)/Cu(II),
ustalenie wpływu jonów Zn(II) na reorganizację klastrów miedziowych oraz ocenę dynamiki zmian
specjacyjnych w warunkach utlenionych i zredukowanych. Taki układ celów odzwierciedla przemyślaną
strategię badawczą: od charakterystyki czysto chemicznej (stechiometria, powmowacfrwa, specjacja),
poprzez analizę efektów modulujących ze strony cynku, aż po weryfikację roli metalotionein jako
potencjabiych buforów i donorów jonów metali. Wyraźnie widać, że Doktorantka rozumie
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interdyscyplinarną naturę podjętego tematu i potrafi łączyć perspektywę chemii koordynacyjnej z

podejściem typowym dla biologii komórki.
Część rozprawy opisująca zastosowane materiały i metody została opracowana starannie i świadczy

o świetnym opanowaniu przez Doktorantkę szerokiego zestawu technik badawczych. Dobór metod
wskazuje, że mgr Alicja Orzeł rozumiała zarówno trudności eksperymentalne związane z badaniem
dynamicznych układów Cu(I)/Cu(II)/Zn(II)Jak i wymagania stawiane współczesnym badaniom z zakresu
chemii bionieorganicznej. Na szczególne uznanie zasługuje konsekwentne stosowanie warunków bliskich

beztlenowym w eksperymentach z jonami Cu(I), co w praktyce nie jest trywialne i wymaga dużej
dyscypliny laboratoryjnej oraz doświadczenia. Rekombinowana nadprodukcja metalotionein, ich
oczyszczanie i walidacja czystości zostały przeprowadzone z dbałością o szczegóły. Autorka uzyskała
preparaty o dużym stopniu jednorodności, co jest warunkiem absolutnie fundamentalnym przy analizie
układów, w których niewielkie zanieczyszczenia mogą zaburzać specjację lub sztucznie przesuwać
równowagi tworzenia związków kompleksowych. Choć w tej części pracy nie dostrzegłem żadnych

poważniejszych uchybień merytorycznych, warto zwrócić uwagę na drobne kwestie terminologiczne. W
kilku miejscach dysertacji pojawiają się określenia takie jak "spektroskopia UV-Vis" czy "widma UV-
Vis", podczas gdy bardziej precyzyjnym terminem byłaby elektronowa spektroskopia absorpcyjna,
ponieważ monitorowane tą techniką przejścia elektronowe wykraczają często poza zakres tradycyjnie
definiowany jako "UV-Vis", obejmując również rejony bliskiej podczerwieni. Analogiczna uwaga dotyczy

określenia "luminescencja niskotemperaturowa", które wprowadza nadmierne uogólnienie. W praktyce
Doktorantka prowadziła pomiary fosforescencji w temperaturze ciekłego azotu w ściśle zdefiniowanych
wamnkach, aby uzyskać informacje o charakterze i stabilności centrów emisyjnych związanych z jonami
metali. Niemniej jednak rzetelnie omówiono wybór tej techniki, a interpretacja danych, choć krótka, opiera
się na właściwych przesłankach fotofizycznych. Spektroskopia dichroizmu kołowego (CD) została
wykorzystana w sposób wzorcowy. Widma CD białek o tak znacznej dynamice jak metalotioneiny nie są
łatwe do analizy, gdyż sygnały pochodzą jednocześnie z reorganizacji centrów koordynacyjnych i zmian
otoczenia reszt cysternowych. Autorka wykazała dużą biegłość w interpretacji widm różnicowych i słusznie

unikała nadmiernej nadinterpretacji tam, gdzie dane nie pozwalały na zbyt daleko idące wnioski. Kolejnym
atutem pracy jest umiejętne zastosowanie spekfa-ometrii mas, zarówno klasycznej, jak i technik bardziej
zaawansowanych. Dzięki temu możliwe było rozróżnienie form różniących się liczbą jonów Cu(I) i Zn(II),
identyfikacja stanów częściowej metalacji oraz analiza ścieżek reorganizacji klastrów w warunkach
utlenionych i zredukowanych. Taki zakres metod, rzadko spotykany na poziomie doktoratu, świadczy o
dojrzałości naukowej Autorki i ogromnym nakładzie pracy eksperymentalnej. W recenzowanym
manuskrypcie znalazły się także klasyczne, chociaż nadal użyteczne metody ilościowe, takie jak
miareczkowania z wykorzystaniem soli disodowej kwasu batokuproinodisulfonowego czy 4-(2-
pyridylazo)rezorcyny. Wyniki tych eksperymentów często stanowią w literaturze swoisty zapalny punkt
interpretacyjny (zwłaszcza w obecności form mieszanych), tym bardziej doceniam konsekwentne
wykorzystanie ich jako narzędzi pomocniczych do walidacji wyników pomiarów widm spektroskopowych
i masowych. Autorka potrafiła właściwie kontrolować parametry takie jak czas miareczkowania,
temperaturę i stężenie reagentów, co przekłada się na wiarygodność uzyskanych krzywych titracyjnych.
Wartościowym etapem badań byfy również eksperymenty analizujące transfer jonów metali do białek
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docelowych. Choć w mojej ocenie można je było w niektórych miejscach delikatnie rozbudować, kierunek
jest trafiły. Włączając ten aspekt do swojej rozprawy. Doktorantka pokazuje, że rozumie naturę problemu
nie tylko na poziomie chemii koordynacyjnej, ale także biochemii. Podsumowując, warsztat
eksperymentalny mgr Alicji Orzeł jest szeroki i dostosowany do ambitnej tematyki pracy. Umiejętne
łączenie różnych technik, bardzo dobra kontrola warunków eksperymentalnych i jakość wykonania
poszczególnych serii pomiarowych stanowią mocne fundamenty wiarygodności uzyskanych wyników.

Przechodząc zatem do samego rdzenia rozprawy, czyli uzyskanych rezultatów i ich interpretacji,
warto podkreślić, że Autorka zmierzyła się z problemem badawczym, który rzadko pozwala na prostą
liniową narrację. Metalotioneiny, ze swoją niezwykłą dynamiką konfonnacyjną i elastycznością
koordynacyjną, dają raczej krajobrazy stanów niż pojedyncze stabilne struktury, a mimo to w pracy udało
się uchwycić logikę ich zachowania i uporządkować ją w przejrzystą sekwencję wyników. Przyznam, że
rozdzielenie "Wyników" i "Dyskusji wyników" na dwie całkowicie odrębne części nie jest rozwiązaniem,
które często spotykam w pracach doktorskich. Zwykle oba elementy przeplatają się i wzajemnie
wzmacniają, prowadząc C2ytelnika przez kolejne etapy rozumowania. Jednak w kontekście niniejszej
rozprawy podział ten można uznać za funkcjonalny, gdyż ułatwia późniejszą adaptację materiału do
formatu manuskryptu naukowego, który nadal w wielu czasopismach wymaga ścisłego rozdziahi
prezentacji danych od ich interpretacji. W efekcie czytelnik otrzymuje najpierw czysty obraz wartości
pomiarowych, widm elektronowych i masowych, a dopiero później bardziej syntetyczne ujęcie i logiczną
interpretację, co porządkuje całość materiału. Zdecydowanie imponuje liczba przeprowadzonych w ramach
pracy eksperymentów, a jeszcze lepsze wrażenie robi ich konsekwentny układ. Proces koordynacji MT2 i
MT3 jonami Cu(I) i Cu(II) został przeanalizowany w sposób systematyczny, z użyciem wielu technik
pozwalających wychwycić zarówno stany pośrednie, jak i "końcowe" formy wysycone. Bardzo starannie
przedstawiono różnice pomiędzy metalacją form zredukowanych i utlenionych, a także wpływ obecności
Zn(II) na reorganizację klastrów miedziowych. W tej części pracy szczególnie warto docenić, że Autorka
nie poprzestaje na zaprezentowaniu końcowych form kompleksowych, ale z dużą ostrożnością
dokumentuje także te stany przejściowe, które w praktyce decydują o funkcjonalności metalotionein w
komórce. Wyniki spektroskopowe, zarówno elektronowej spektroskopii absorpcyjnej, jak i dichroizmu
kołowego, są przedstawione w sposób czytelny, a ich interpretacja opiera się na właściwych przesłankach
fizykochemicznych. Widma CD są trudne w interpretacji, gdyż łączą w sobie sygnały wynikające ze zmian
koordynacyjnych, przekształceń w otoczeniu reszt cysternowych oraz globalnej reorganizacji układu
klastrów metali. Mimo tej trudności Autorka zachowuje dużą powściągliwość interpretacyjną tam, gdzie
nie da się rozstrzygnąć jednoznacznie charakteru zmian, co oceniam jako oznakę dojrzałości naukowej. Z
kolei zastosowanie spektrometrii mas, zwłaszcza top-down MS i IMS, pozwoliło uchwycić specjację MT2
i MT3 z dużą rozdzielczością i dało najbardziej jednoznaczne dowody istnienia form częściowej metalacji.

W kilku miejscach pracy zwróciła moją uwagę nieprecyzyjna interpretacja natury zjawisk
fotofizycznych obserwowanych w temperaturze ciekłego azotu. Sformułowanie "podczas eksperymentów
luminescencyjnych ruchy te mogą prowadzić do przejść bezpromienistych, co zmniejszać będzie
rozdzielczość widm" sugeruje, że to technika, a nie właściwości badanych układów, odpowiada za
obserwowane przejścia bezpromieniste. Tymczasem to właśnie natura metalotionein, ich bogata dynamika
i wrażliwość na otoczenie, a także obecność licznych centrów koordynacyjnych, powodują, że wzbudzone
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stany mogą ulegać różnym procesom relaksacyjnym, których wydajność zależy od temperatury,

środowiska, obecności wygaszaczy czy zmian konformacyjnych. Pomiary fosforescencji są zatem
narzędziem, a nie źródłem komplikacji; to badany system, a nie metoda, generuje obserwowaną złożoność
sygnahi. Nie jest to błąd wpływający na wnioski pracy, ale warto to delikatnie doprecyzować, aby uniknąć
niepotrzebnego uproszczenia. Na uwagę zashiguje również część rozprawy, w której podjęto próbę
określenia roli metalotionein jako donorów jonów Cu(I)/Zn(II) dla białek docelowych. Choć objętościowo
nie dominuje w pracy, stanowi wartościowe rozszerzenie badań czysto chemicznych i stanowi most łączący

aspekty stmkhiralne MT z ich rzeczywistą funkcją biologiczną. W kilku miejscach miałbym ochotę
zobaczyć bardziej odważną dyskusję, zwłaszcza w zestawieniu wyników fa-ansferu z różnicami pomiędzy
izoformami MT2 a MT3 i potencjalnymi implikacjami dla kuproptozy, jednak rozumiem, że celem tej

rozprawy było przede wszystkim uchwycenie mechanizmów wiązania jonów miedzi do konkretnych
domen badanych białek, a nie budowanie pełnego modelu biologicznego.

Podsumowując, część rozprawy opisująca wyniki i ich dyskusję prezentuje bardzo wysoki poziom.
W wielu miejscach imponuje konsekwencją, w innych ostrożnością, która w tego typu badaniach jest cechą
pożądaną. Jednocześnie kilka fragmentów pozostawia przestrzeń do interesującej dyskusji podczas obrony,
zwłaszcza w odniesieniu do różnic pomiędzy różnymi formami stmkturalnymi metalotionein i ich

możliwych konsekwencji biologicznych. W związku z tym chciałbym zadać kilka pytań, które pozwolą
wydobyć dodatkowe niuanse interpretacyjne:

l. W kilku miejscach pokazuje Pani, że obecność Zn(II) istotnie moduluje sposób wiązania jonów
miedzi. Jak interpretuje Pani wpływ tego jonu na "ścieżkę" metalacji poszczególnych domen MT3?
Czy można wskazać, który etap jest najbardziej wrażliwy na obecność Zn(II)?

2. W części dotyczącej pomiarów fosforescencji dane są interpretowane z dużą ostrożnością. Jak

ocenia Pani przydatność tej techniki dla badania metalotionein? Czy uważa Pani, że w przyszłości
można byłoby ją rozszerzyć np. poprzez pomiary czasów życia stanu trypletowego?

3. Wyniki spektrometrii mas pozwoliły na identyfikację wielu częściowo wysyconych form białka.
Czy mogłaby Pani wskazać, które z form pośrednich uważa Pani za rzeczywiście obecne in vivo, a
które są jedynie stabilnymi produktami wamnków eksperymentalnych?

4. Czy opisaną przez Panią metodologię analizy spektrometry cznej kompleksu Cu(I)4Zn4MT3ox
można zastosować do określenia miejsc wiązania jonów metali w kompleksach zredukowanych o
innej stechiometrii?

5. Skoro jony Zn(II) w mieszanych formach MT z Cu(I) mogą pełnić rolę bufom cynkowego, to czy
te same kompleksy mogą być również donorem i akceptorem Cu(I) pełniąc rolę buforu
miedziowego?

6. Gdyby miała Pani wskazać jedno zagadnienie, które warto byłoby rozwinąć w przyszłych pracach,
aby lepiej zrozumieć rolę metalotionein w homeostazie miedzi, co byłoby tym kierunkiem?

Powyższe pytania mają charakter dyskusyjny i wynikają przede wszystkim z chęci pogłębienia
interpretacji uzyskanych wyników. Nie podważają one rzetelności, poprawności ani jakości
przeprowadzonych badań. Rozprawa Pani mgr Alicji Orzeł pokazuje, że nawet w tak tmdnym i
dynamicznym systemie, jakim są metalotioneiny wiążące jony Cu(I)/Cu(II) i Zn(II), można dzięki
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konsekwentnie stosowanym metodom i bardzo dobrej kontroli eksperymentalnej wydobyć klarowny,
spójny i wartościowy obraz mechanizmów oddziaływań metalotionein z jonami Cu(I)/Cu(II) oraz
reorganizacji klastrów metali. Uzyskane wyniki mają znaczenie zarówno podstawowe, dotyczące chemii
koordynacyjnej tych białek i ich fizykochemicznej zmienności, jak i aplikacyjne, związane z ich rolą w
homeostazie miedzi, sygnalizacji komórkowej i potencjalnym udziale w zjawiskach takich jak kuproptoza.
Praca ta świadczy o dojrzałości badawczej Doktorantki, jej dużej biegłości w pracy z wymagającym
materiałem eksperymentalnym oraz o umiejętności integracji danych z pomiarów spektroskopowych,
spektrometrycznych i termodynamicznych w spójny model biologiczno-chemiczny.

Podsumowując, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Alicji Orzeł pt.
" Oddziaływania ludzkich metalotionein MT2 i MT3 z jonami Cu(I) i Cu(II)" stanowi oryginalne i
wartościowe rozwiązanie postawionego problemu naukowego, potwierdzając zarówno szeroką wiedzę Jak
i umiejętność samodzielnego prowadzenia badań przez Doktorantkę. Praca ta spełnia wszystkie wymagania
stawiane rozprawom doktorskim określone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o
szkolnictwie wyższym i nauce (Dz. U. z 2023 r., póz. 742, z późn. zm.). Jest to dysertacja wyraźnie
interdyscyplinarna, łącząca w dojrzały sposób elementy chemii bionieorganicznej, biochemii i biofizyki, w
której Autorka zrealizowała ambitny i złożony cel badawczy, prowadząc analizę na poziomie w pełni
odpowiadającym współczesnym standardom badań w tej dziedzinie. W związku z powyższym wnoszę do
Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wrocławskiego o dopuszczenie Pani mgr
Alicji Orzeł do dalszych etapów przewodu doktorskiego.

Jednocześnie, podkreślając wartość merytoryczną, oryginalność wyników, kompleksowość i
trudność eksperymentalną badań nad metalotioneinami, a także imponujący dorobek publikacyjny i
aktywność naukową Doktorantki, z pełnym przekonaniem wnoszę do Wysokiej Rady o wyróżnienie
recenzowanej rozprawy doktorskiej.

Łączę wyrazy szacunku,
Elektronicznie
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