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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Alicji Orzel
pt. ,Oddzialywania ludzkich metalotionein MT2 i MT3 z jonami Cu(I) i Cu(Il)”

Rozprawa doktorska Pani mgr Alicji Orzet zostata przygotowana w Zakladzie Chemii Biologicznej
Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego pod kierunkiem prof. dr. hab. Artura Krezla,
uznanego na arenie migdzynarodowej eksperta w dziedzinie chemii biologicznej, w szczegdlnosci
biochemii i chemii bionieorganicznej. Dorobek naukowy Pana Profesora, obejmujacy pionierskie prace
dotyczace m. in. metalotionein, specjacji jonéw metali przejsciowych oraz ich roli w homeostazie
komorkowej, stworzyl wyjatkowo wymagajace, ale i inspirujace Srodowisko dla realizacji rozprawy
doktorskiej. Tematyka podjgta w pracy dotyczy jednego z kluczowych zagadniefi wspolczesnej chemii
bionieorganicznej, jakim jest precyzyjna regulacja poziomu jonéw Cu(I)/Cu(ll) i Zn(II) w komérkach oraz
rola metalotionein w tym procesie. Zaburzenia homeostazy miedzi i cynku wigzg sie z patogeneza wielu
chorob neurodegeneracyjnych, nowotworowych i metabolicznych, a jednoczesnie chemia koordynacyjna
tych jonow, zwlaszcza w kontekscie biatek bogatych w cysteiny, pozostaje trudna do jednoznacznego
opisania. Metalotioneiny MT2 i MT3, o odmiennej specyfice funkcjonalnej i strukturze domen, stanowig
modelowy, ale zarazem bardzo wymagajacy ukfad do badan nad rola bialek miedziowo-cynkowych w
buforowaniu labilnych metali i przekazywaniu ich do biatek docelowych. Na tym tle praca mgr Alicji Orzel
wpisuje si¢ w aktualny, intensywnie rozwijany nurt badan nad molekularnymi podstawami homeostazy
Jjonéw metali i ich znaczeniem dla regulacji szlakéw sygnatowych.

Przedlozona do recenzji rozprawa jest dzielem ambitnym, precyzyjnym i bardzo dobrze
zakorzenionym w nowoczesnej chemii bionieorganicznej. Autorka mierzy si¢ z jednym z najtrudniejszych
eksperymentalnie obiektéw: maloczasteczkowymi biatkami miedziowo-cynkowymi charakteryzujacymi
si¢ znaczng dynamika konformacyjna, labilnoscig oraz zmiennym rozktadem form kompleksowych. W
takich warunkach zaprojektowanie spéjnego programu badawczego oraz wyprowadzenie przekonujacych
wnioskéw wymaga zar6wno doskonalego opanowania warsztatu eksperymentalnego, jak i duzej
dyscypliny w interpretacji danych pomiarowych. W mojej ocenie oba te warunki zostaly przez Doktorantke
w petni spetnione. Pani mgr Alicja Orzet z duza konsekwencja realizuje postawione cele badawcze, laczac
metody rekombinowanej nadprodukcji bialek z zaawansowanymi technikami spektroskopowymi,
spektrometrig mas oraz badaniami kinetycznymii termodynamicznymi. Analiza oddziatywan Cu(I)/Cu(Il)
i Zn(ll) z MT2 i MT3 obejmuje zaréwno formy zredukowane, jak i utlenione, a takze kompleksy
heterometaliczne, co pozwala na uzyskanie wielowymiarowego obrazu badanych ukladéw. Zgromadzony
material eksperymentalny jest obszerny, wewngtrznie spdjny i wnosi realny wklad w zrozumienie roli
metalotionein w buforowaniu miedzi i cynku oraz w ich funkcji jako donoréw i akceptoréw jonow
Cu(ly/Cu(ll).

Rozprawa liczy 167 stron i zostala napisana w jgzyku polskim. Jej uklad jest przejrzysty i w pelni
zgodny z zasadami obowigzujacymi dla prac doktorskich z zakresu nauk $cistych i przyrodniczych.
Dysertacja obejmuje streszczenie w jezyku polskim i angielskim, rozbudowany wstep teoretyczny, jasno
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sformutowane cele badan, szczegblowy opis materialéw i metod, a nastgpnie rozdzialy prezentujgce wyniki
wiasne wraz z ich dyskusjg oraz podsumowanie i wnioski koncowe. Struktura pracy jest logiczna, a kolejne
rozdzialy prowadza czytelnika od ogdlnego wprowadzenia w problematyke homeostazy metali i
metalotionein, poprzez czes¢ metodologiczng, az do szczegdtowych analiz mechanizméw wigzania jonow
Cu(l)/Cu(ll) i Zn(Il) przez izoformy MT2 i MT3. Na uwage zastluguje takze staranna oprawa graficzna
dysertacji: liczne widma, wykresy, schematy i tabele zostaly dobrane w sposéb przemyslany i istotnie
ulatwiaja $ledzenie zlozonych zalezno$ci pomigdzy specjacja jondéw metali a strukturg badanych bialek.

Juz na poziomie samego dorobku naukowego zwigzanego z przygotowywang rozprawg mgr Alicja
Orzel wyréznia si¢ na tle typowych doktorantow. Jest wspotautorka pieciu opublikowanych prac w bardzo
dobrych czasopismach (4dnal. Chem., Inorg. Chem., J. Proteome Res., Anal. Chim. Acta, Biometals),
powiazanych tematycznie z problematyka metalotionein i homeostazy jonéw metali. Ponadto trzy kolejne
manuskrypty, w ktorych Doktorantka jest pierwsza autorkg, s3 na zaawansowanym etapie przygotowania i
stanowig bezposredni rezultat badan opisanych w dysertacji. Taki zestaw publikacji na etapie przewodu
doktorskiego $wiadczy o jako$ci uzyskanych wynikéw oraz o umiejetnosei ich przekucia w
pelnowarto$ciowe opracowania naukowe. Na podkreslenie zastluguje rowniez aktywno$¢ konferencyjna
Doktorantki. Pani mgr Alicja Orzel prezentowalta wyniki swoich badan na siedmiu konferencjach o zasiggu
krajowym i mi¢dzynarodowym, zaréwno w formie posterow, jak i wystgpien ustnych, co bez watpienia
przyczynilo si¢ do weryfikacji i promocji uzyskanych rezultatéw w srodowisku specjalistow zajmujacych
si¢ biologiczng chemia metali. Przyznaj¢, ze mialem okazj¢ dyskutowaé z Doktorantka i sposdb, w jaki
bronifa przyjetych zatozen, potwierdzit jej bardzo dobre przygotowanie merytoryczne, swobod¢ w
poruszaniu si¢ po literaturze przedmiotu oraz ewoluujagca dojrzato$é naukowa. Na podkresienie zastuguje
takze zaangazowanie Pani mgr Alicji Orzel w realizacje projektow badawczych i jej aktywnos$é w
podnoszeniu wiasnych kompetencji. Doktorantka uczestniczyla jako wykonawca w projektach OPUS
kierowanych przez prof. Artura Krezla, odbyla specjalistyczne szkolenia z zakresu spektrometrii mas oraz
technik LC-MS/MS, a ponadto uzyskata stypendia przeznaczone na udzial w prestizowych konferencjach
miedzynarodowych. Taki obraz dorobku publikacyjnego, konferencyjnego i projektowego pozwala
stwierdzié, ze przedstawiona do recenzji rozprawa jest zwienczeniem dojrzalego, konsekwentnie
rozwijanego programu badawczego, realizowanego pod kierunkiem wybitnego specjalisty i z pelnym
zaangazowaniem samej Doktorantki.

Cze$é literaturowa rozprawy zostala przygotowana bardzo starannie i stanowi klarowne, dobrze
przemyslane wprowadzenie w problematyke badan. Autorka prowadzi czytelnika od ogélnych zagadnien
zwigzanych z wlasciwosciami chemicznymi i biologicznymi cynku oraz miedzi, poprzez omdwienie
mechanizméw homeostazy obu tych pierwiastkéw, konsekwencji jej zaburzen oraz pojecia labilnej puli
jonéw metali, az do szczegélowego opisu metalotionein, ich podziatu, struktury, regulacji ekspresji i
funkcji, ze szczegblnym uwzglednieniem miedziowo-cynkowych izoform MT2 i MT3. Ten stopniowy
sposéb budowania narracji, od podstaw fizykochemicznych po ztozone implikacje biologiczne sprawia, ze
nawet bardzo skomplikowane zagadnienia chemii bionieorganicznej stajg si¢ zrozumiale i intelektualnie
atrakcyjne. Musze przyznaé, ze gdybym podczas studiow magisterskich mial wyklady z chemii
bionieorganicznej prowadzone w tak przystepny, a jednoczes$nie merytoryczny sposob, calkiem mozliwe,
ze dzi$ bylbym dla promotora rozprawy realng konkurencja w jego specjalnosci.
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Na podkreslenie zastuguje bardzo dobra orientacja Doktorantki w literaturze przedmiotu, zaréwno
klasycznej, jak i najnowszej, dotyczacej roli cynku i miedzi w organizmach zywych, mechanizméw ich
transportu, buforowania i redystrybucji oraz miejsca metalotionein w tej zlozonej sieci oddzialywan.
Autorka nie ogranicza si¢ do prostego streszczenia stanu wiedzy, lecz konsekwentnie wykorzystuje
przeglad literatury do zarysowania luk poznawczych, ktére jej praca ma wypelnié. Bardzo dobrze wypada
zwlaszcza fragment poswigcony miedziowo-cynkowym metalotioneinom: wyraznie pokazano, ze w
przeciwieristwie do stosunkowo dobrze scharakteryzowanych komplekséw Zn(ID) i Cd(II), dane dotyczace
komplekséw miedziowych i mieszanych Cu(I)/Zn(Il) s3 fragmentaryczne, czgsto rozbiezne i w duzej
mierze oparte na wybranych formach obu metali analizowanych pojedynczymi metodami. Wprowadzenie
w naturalny sposéb prowadzi zatem do kluczowego pytania, jak wygladajg pelne krajobrazy specjacyjne
MT2 i MT3 w ukladach zawierajacych zaréwno Zn(ll), jak i Cu(I)/Cu(Il), oraz jakie mogg byé
konsekwencje tych réznic dla funkcji biologicznych tych bialek. Jednym z ciekawszych, a zarazem
stosunkowo nowych watkéw pojawiajacych si¢ we wstgpie jest odniesienie do kuproptozy, czyli zjawiska,
z ktérym, musze przyznaé, spotykam si¢ po raz pierwszy w tak klarownej formic. Biorgc pod uwagg, jak
»modnym” i intensywnie eksploatowanym obszarem badan stala si¢ w ostatnich latach ferroptoza w
konteks$cie terapii przeciwnowotworowych, pojawienie si¢ jej miedziowego odpowiednika otwiera
intrygujacg perspektywe poszukiwania alternatywnych mechanizméw celowanej $mierci komérkowe;.
Autorka nie tylko przedstawia kluczowe zalozenia kuproptozy, ale réwniez umiejetnie wigze je z
fundamentalnymi problemami opisanymi we wczesniejszych czesciach wstepu: zmiennoscia specjacji
Cu(I)/Cu(ll), labilng pula jonéw miedzi w komérce oraz rolg bialek buforujacych, do ktérych
metalotioneiny niewatpliwie naleza. To pofaczenie chemii koordynacyjnej z dyskutowanymi obecnie,
koncepcjami regulowanej $mierci komérkowej, oceniam jako szczegdlnie wartosciowe. Z mojego punktu
widzenia, od lat zajmujgcego sig¢ m. in. rola reaktywnych form tlenu w terapiach przeciwnowotworowych,
perspektywa modulowania homeostazy miedzi jako potencjalnej osi terapeutycznej wydaje si¢ fascynujaca.
Tym bardziej podczas obrony ustysze wigcej o tym, jak Autorka ocenia przyszio$¢ badan nad kuproptoza,
Jjakie widzi praktyczne ograniczenia i czy, jej zdaniem, manipulowanie specjacja Cu(I)/Cu(Il) przy udziale
metalotionein stanowi realny punkt uchwytu dla terapii nowej generacji. Jest to watek nowy i idealnie
wpisujacy si¢ w interdyscyplinarny charakter calej pracy.

Cele pracy zostaly sformulowane jasno, logicznie i w sposob bezposrednio wynikajacy z
wezesniejszego przegladu literatury. Autorka precyzyjnie identyfikuje nadrzedny cel badawezy, ktérym
Jest petna charakterystyka interakeji jonéw Cu(I) i Cu(Il) z metalotioneinami MT2 i MT3: poczagwszy od
ustalenia stechiometrii i specjacji, poprzez okre$lenie parametréw termodynamicznych, az po analize
mozliwosci odwracalnego transferu tych jonéw do bialek docelowych. Ten gtéwny cel zostaje nastepnie
rozwinigty w zestaw celéw szczegétowych, obejmujacych m.in.: opracowanie procedur kontrolowanej
metalacji MT2 i MT3, identyfikacje stabilnych form czg$ciowo i calkowicie wysyconych Cu(I)/Cu(Il),
ustalenie wplywu jonéw Zn(Il) na reorganizacje klastréw miedziowych oraz oceng dynamiki zmian
specjacyjnych w warunkach utlenionych i zredukowanych. Taki uklad celéw odzwierciedla przemyslana
strategi¢ badawcza: od charakterystyki czysto chemicznej (stechiometria, powinowactwa, specjacija),
poprzez analize¢ efektow modulujacych ze strony cynku, az po weryfikacje roli metalotionein jako
potencjalnych buforéw i donoréw jondéw metali. Wyraznie widaé, ze Doktorantka rozumie
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interdyscyplinarnag nature podjetego tematu i potrafi laczyé perspektywe chemii koordynacyjnej z
podejsciem typowym dla biologii komarki.

Czgé¢ rozprawy opisujaca zastosowane materialy i metody zostata opracowana starannie 1 §wiadczy
o $wietnym opanowaniu przez Doktorantke szerokiego zestawu technik badawczych. Dobdér metod
wskazuje, ze mgr Alicja Orzel rozumiata zarowno trudnosci eksperymentalne zwiazane z badaniem
dynamicznych ukltadéw Cu(l)/Cu(1l)/Zn(Il), jak i wymagania stawiane wspdlczesnym badaniom z zakresu
chemii bionieorganicznej. Na szczegdlne uznanie zastuguje konsekwentne stosowanie warunkéw bliskich
beztlenowym w eksperymentach z jonami Cu(l), co w praktyce nie jest trywialne i wymaga duzej
dyscypliny laboratoryjnej oraz doswiadczenia. Rekombinowana nadprodukcja metalotionein, ich
oczyszezanie i walidacja czystosci zostaly przeprowadzone z dbaloscia o szczegély. Autorka uzyskata
preparaty o duzym stopniu jednorodnosci, co jest warunkiem absolutnie fundamentalnym przy analizie
uktadéw, w ktorych niewielkie zanieczyszczenia mogg zaburzaé specjacje lub sztucznie przesuwaé
rownowagi tworzenia zwiazkéw kompleksowych. Choé¢ w tej czesci pracy nie dostrzeglem zadnych
powazniejszych uchybien merytorycznych, warto zwrdci¢ uwage na drobne kwestie terminologiczne. W
kilku miejscach dysertacji pojawiaja si¢ okreslenia takie jak ,,spektroskopia UV-Vis” czy ,,widma UV-
Vis”, podczas gdy bardziej precyzyjnym terminem bylaby elektronowa spektroskopia absorpcyjna,
poniewaz monitorowane ta technikg przej$cia elektronowe wykraczaja czesto poza zakres tradycyjnie
definiowany jako ,,UV-Vis”, obejmujac rowniez rejony bliskiej podczerwieni. Analogiczna uwaga dotyczy
okreslenia ,,luminescencja niskotemperaturowa”, ktére wprowadza nadmierne uogélnienie. W praktyce
Doktorantka prowadzila pomiary fosforescencji w temperaturze cieklego azotu w $cisle zdefiniowanych
warunkach, aby uzyskaé informacje o charakterze i stabilno$ci centrow emisyjnych zwigzanych z jonami
metali. Niemniej jednak rzetelnie oméwiono wybér tej techniki, a interpretacja danych, choé krdtka, opiera
sie na wlhasciwych przestankach fotofizycznych. Spektroskopia dichroizmu kolowego (CD) zostata
wykorzystana w spos6b wzorcowy. Widma CD bialek o tak znacznej dynamice jak metalotioneiny nie s3
latwe do analizy, gdyz sygnaty pochodza jednoczesnie z reorganizacji centréw koordynacyjnych i zmian
otoczenia reszt cysteinowych. Autorka wykazala duza bieglos¢ w interpretacji widm réznicowych i stusznie
unikata nadmiernej nadinterpretacji tam, gdzie dane nie pozwalaly na zbyt daleko idgce wnioski. Kolejnym
atutem pracy jest umiejetne zastosowanie spektrometrii mas, zaréwno klasycznej, jak i technik bardziej
zaawansowanych. Dzigki temu mozliwe bylo rozréznienie form rézniacych si¢ liczba jonow Cu(I) i Zn(Il),
identyfikacja stanéw czesciowej metalacji oraz analiza $ciezek reorganizacji klastrbw w warunkach
utlenionych i zredukowanych. Taki zakres metod, rzadko spotykany na poziomie doktoratu, swiadczy o
dojrzato$ci naukowej Autorki i ogromnym nakladzie pracy eksperymentalnej. W recenzowanym
manuskrypcie znalazly sie takze klasyczne, chociaz nadal uzyteczne metody ilosciowe, takie jak
miareczkowania z wykorzystaniem soli disodowej kwasu batokuproinodisulfonowego czy 4-(2-
pyridylazo)rezorcyny. Wyniki tych eksperymentéw czesto stanowia w literaturze swoisty zapalny punkt
interpretacyjny (zwlaszcza w obecnosci form mieszanych), tym bardziej doceniam konsekwentne
wykorzystanie ich jako narzedzi pomocniczych do walidacji wynikéw pomiaréw widm spektroskopowych
i masowych. Autorka potrafita wlasciwie kontrolowaé parametry takie jak czas miareczkowania,
temperature i st¢zenie reagentéw, co przeklada si¢ na wiarygodnoéé¢ uzyskanych krzywych titracyjnych.
Wartoéciowym etapem badan byly réwniez eksperymenty analizujgce transfer jonow metali do biatek
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docelowych. Cho¢ w mojej ocenie mozna je bylo w niektérych miejscach delikatnie rozbudowadé, kierunek
jest trafny. Wiaczajac ten aspekt do swojej rozprawy, Doktorantka pokazuje, Ze rozumie nature problemu
nie tylko na poziomie chemii koordynacyjnej, ale takze biochemii. Podsumowujac, warsztat
eksperymentalny mgr Alicji Orzet jest szeroki i dostosowany do ambitnej tematyki pracy. Umiej¢tne
laczenie réznych technik, bardzo dobra kontrola warunkéw eksperymentalnych i jako$é wykonania
poszezegllnych serii pomiarowych stanowig mocne fundamenty wiarygodnosci uzyskanych wynikow.
Przechodzac zatem do samego rdzenia rozprawy, czyli uzyskanych rezultatow i ich interpretacii,
warto podkresli¢, ze Autorka zmierzyla si¢ z problemem badawczym, ktéry rzadko pozwala na prosta
liniowg narracj¢. Metalotioneiny, ze swoja niezwykla dynamika konformacyjng i elastycznoscia
koordynacyjna, daja raczej krajobrazy stan6w niz pojedyncze stabilne struktury, a mimo to w pracy udato
si¢ uchwyci¢ logike ich zachowania i uporzadkowa¢ ja w przejrzysta sekwencje wynikéw. Przyznam, ze
rozdzielenie ,,Wynikow” i ,,Dyskusji wynik6w” na dwie catkowicie odrgbne czeéci nie jest rozwigzaniem,
ktére czgsto spotykam w pracach doktorskich. Zwykle oba elementy przeplataja si¢ i wzajemnie
wzmacniajg, prowadzac czytelnika przez kolejne etapy rozumowania. Jednak w kontekscie niniejszej
rozprawy podzial ten mozna uzna¢ za funkcjonalny, gdyz wlatwia pézniejszg adaptacje materiatu do
formatu manuskryptu naukowego, ktéry nadal w wielu czasopismach wymaga $cistego rozdziatu
prezentacji danych od ich interpretacji. W efekcie czytelnik otrzymuje najpierw czysty obraz wartosci
pomiarowych, widm elektronowych i masowych, a dopiero p6zniej bardziej syntetyczne ujecie i logiczng
interpretacjg, co porzadkuje catos¢ materiatu. Zdecydowanie imponuje liczba przeprowadzonych w ramach
pracy eksperymentéw, a jeszcze lepsze wrazenie robi ich konsekwentny uklad. Proces koordynacji MT2 i
MT3 jonami Cu(l) i Cu(ll) zostal przeanalizowany w sposdb systematyczny, z uzyciem wielu technik
pozwalajacych wychwyci¢ zaréwno stany posrednie, jak i ,.koficowe” formy wysycone. Bardzo starannie
przedstawiono réznice pomigdzy metalacja form zredukowanych i utlenionych, a takze wplyw obecnosci
Zn(II) na reorganizacje klastréw miedziowych. W tej czesci pracy szczego6lnie warto docenié, ze Autorka
nie poprzestaje na zaprezentowaniu koncowych form kompleksowych, ale z duza ostroznoscia
dokumentuje takze te stany przejéciowe, ktére w praktyce decyduja o funkcjonalnoéci metalotionein w
komoérce. Wyniki spektroskopowe, zaréwno elektronowej spektroskopii absorpcyjnej, jak i dichroizmu
kolowego, s przedstawione w sposdb czytelny, a ich interpretacja opiera si¢ na wladciwych przestankach
fizykochemicznych. Widma CD sa trudne w interpretacji, gdyz tacza w sobie sygnaly wynikajace ze zmian
koordynacyjnych, przeksztalcefi w otoczeniu reszt cysteinowych oraz globalnej reorganizacji ukladu
klastr6w metali. Mimo tej trudnosci Autorka zachowuje duza powsciagliwos¢ interpretacyjng tam, gdzie
nie da si¢ rozstrzygna¢ jednoznacznie charakteru zmian, co oceniam jako oznake dojrzatosci naukowej. Z
kolei zastosowanie spektrometrii mas, zwlaszcza top-down MS i IMS, pozwolilo uchwycié specjacje MT2
i MT3 z duza rozdzielczoscig i dalo najbardziej jednoznaczne dowody istnienia form cze$ciowej metalacji.
W kilku miegjscach pracy zwrécita mojg uwagg¢ nieprecyzyjna interpretacja natury zjawisk
fotofizycznych obserwowanych w temperaturze cieklego azotu. Sformutowanie ,,podczas eksperymentéw
luminescencyjnych ruchy te moga prowadzi¢ do przejs¢ bezpromienistych, co zmniejszaé bedzie
rozdzielczos¢ widm” sugeruje, ze to technika, a nie wlasciwosci badanych ukladéw, odpowiada za
obserwowane przejécia bezpromieniste. Tymczasem to wlasnie natura metalotionein, ich bogata dynamika
i wrazliwo$¢ na otoczenie, a takze obecno$¢ licznych centréw koordynacyjnych, powoduja, ze wzbudzone
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stany moga ulega¢ réznym procesom relaksacyjnym, ktoérych wydajnosé zalezy od temperatury,
srodowiska, obecno$ci wygaszaczy czy zmian konformacyjnych. Pomiary fosforescencji sa zatem
narzedziem, a nie zrédlem komplikacji; to badany system, a nie metoda, generuje obserwowang zlozonosé
sygnatu. Nie jest to btad wplywajacy na wnioski pracy, ale warto to delikatnie doprecyzowad, aby unikngé
niepotrzebnego uproszczenia. Na uwage zashuguje réowniez cze$é rozprawy, w ktorej podjeto probe
okreslenia roli metalotionein jako donoréow jonéw Cu(I)/Zn(IT) dla biatek docelowych. Choé objetosciowo
nie dominuje w pracy, stanowi warto§ciowe rozszerzenie badan czysto chemicznych i stanowi most lgczacy
aspekty strukturalne MT z ich rzeczywista funkcja biologiczng. W kilku miejscach mialbym ochote
zobaczy¢ bardziej odwazng dyskusj¢, zwlaszcza w zestawieniu wynikow transferu z réznicami pomiedzy
izoformami MT2 a MT3 i potencjalnymi implikacjami dla kuproptozy, jednak rozumiem, ze celem tej
rozprawy bylo przede wszystkim uchwycenie mechanizméw wigzania jondw miedzi do konkretnych
domen badanych bialek, a nie budowanie pelnego modelu biologicznego.

Podsumowujac, czgs¢ rozprawy opisujgca wyniki i ich dyskusje prezentuje bardzo wysoki poziom.
W wielu miejscach imponuje konsekwencija, w innych ostroznoscia, ktora w tego typu badaniach jest cecha
pozadana. Jednoczesnie kilka fragmentéw pozostawia przestrzen do interesujacej dyskusji podczas obrony,
zwlaszcza w odniesieniu do roéznic pomigdzy rdéznymi formami strukturalnymi metalotionein i ich
mozliwych konsekwencji biologicznych. W zwigzku z tym chcialbym zadaé kilka pytan, ktére pozwola
wydoby¢ dodatkowe niuanse interpretacyjne:

1. W kilku miejscach pokazuje Pani, ze obecno$é¢ Zn(Il) istotnie moduluje sposéb wigzania jondéw
miedzi. Jak interpretuje Pani wplyw tego jonu na ,.$ciezke” metalacji poszczegdlnych domen MT3?
Czy mozna wskazad, ktéry etap jest najbardziej wrazliwy na obecno$¢ Zn(Il)?

2. W czedci dotyczacej pomiaréw fosforescencji dane sa interpretowane z duza ostroznoscig. Jak
ocenia Pani przydatno$é tej techniki dla badania metalotionein? Czy uwaza Pani, ze w przyszlosci
mozna byloby jg rozszerzy¢ np. poprzez pomiary czaséw zycia stanu trypletowego?

3. Wyniki spektrometrii mas pozwolily na identyfikacje wielu czgéciowo wysyconych form biatka.
Czy moglaby Pani wskaza¢, ktore z form posrednich uwaza Pani za rzeczywiScie obecne in vivo, a
ktore sg jedynie stabilnymi produktami warunkéw eksperymentalnych?

4. Czy opisang przez Panig metodologie analizy spektrometrycznej kompleksu Cu(1)aZnaMT3ox
mozna zastosowaé do okreslenia miejsc wigzania jonow metali w kompleksach zredukowanych o
innej stechiometrii?

5. Skoro jony Zn(ll) w mieszanych formach MT z Cu(I) mogg pelni¢ role buforu cynkowego, to czy
te same kompleksy moga by¢é rowniez donorem i akceptorem Cu(l) pelnigec role buforu
miedziowego?

6. Gdyby miala Pani wskaza¢ jedno zagadnienie, ktore warto byloby rozwinaé¢ w przyszlych pracach,
aby lepiej zrozumie¢ role metalotionein w homeostazie miedzi, co byloby tym kierunkiem?
Powyzsze pytania majg charakter dyskusyjny i wynikaja przede wszystkim z checi poglebienia

interpretacji uzyskanych wynikéw. Nie podwazajg one rzetelnosci, poprawnosci ani jakosci
przeprowadzonych badan. Rozprawa Pani mgr Alicji Orzel pokazuje, ze nawet w tak trudnym i
dynamicznym systemie, jakim sg metalotioneiny wigzace jony Cu(I)/Cu(ll) i Zn(Il), mozna dzigki
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konsekwentnie stosowanym metodom i bardzo dobrej kontroli eksperymentalnej wydobyé klarowny,
spojny i wartoSciowy obraz mechanizméw oddzialywan metalotionein z jonami Cu(I)/Cu(ll) oraz
reorganizacji klastréw metali. Uzyskane wyniki maja znaczenie zaréwno podstawowe, dotyczace chemii
koordynacyjnej tych biatek i ich fizykochemicznej zmiennosci, jak i aplikacyjne, zwiazane z ich rola w
homeostazie miedzi, sygnalizacji komérkowej i potencjalnym udziale w zjawiskach takich jak kuproptoza.
Praca ta $wiadczy o dojrzalosci badawczej Doktorantki, jej duzej biegtosci w pracy z wymagajacym
materialem eksperymentalnym oraz o umiejetnosei integracji danych z pomiaréw spektroskopowych,
spekirometrycznych i termodynamicznych w spojny model biologiczno-chemiczny.

Podsumowujgc, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Alicji Orzel pt.
.» Oddziatywania ludzkich metalotionein MT2 i MT3 z jonami Cu(l) i Cu(Il)” stanowi oryginalne i
warto$ciowe rozwigzanie postawionego problemu naukowego, potwierdzajac zardwno szerokg wiedze, jak
iumiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia badan przez Doktorantke. Praca ta spelnia wszystkie wymagania
stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r., poz. 742, z p6in. zm.). Jest to dysertacja wyraznie
interdyscyplinarna, faczaca w dojrzaty spos6b elementy chemii bionieorganicznej, biochemii i biofizyki, w
ktérej Autorka zrealizowata ambitny i zlozony cel badawczy, prowadzac analize na poziomie w pehi
odpowiadajagcym wspélczesnym standardom badan w tej dziedzinie. W zwigzku z powyzszym wnosze do
Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroclawskiego o dopuszczenie Pani mgr
Alicji Orzel do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, podkreslajac warto§¢ merytoryczna, oryginalnosé wynikow, kompleksowosé i
trudno$¢ eksperymentalng badan nad metalotioneinami, a takze imponujgcy dorobek publikacyjny i
aktywno$¢ naukows Doktorantki, z pelnym przekonaniem wnosze do Wysokiej Rady o wyréznienie
recenzowanej rozprawy doktorskiej.

Lacze wyrazy szacunku,
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