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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Alicji Orzeł,

zatytułowanej

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

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Alicji Orzeł została wykonana pod kierunkiem

prof. dr. hab. Artura Krężla na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wrocławskiego, w Zakładzie Chemii

Biologicznej. Uzyskane i przedstawione wyniki sfinansowano z dwóch projektów OPUS Narodowego
Centrum Nauki, których kierownikiem był promotor.

Rozprawa ma charakter monografii i została przygotowana w sposób tradycyjny, jako spójne

tematycznie opracowanie obejmujące kompleksowe badania biofizykochemiczne dotyczące oddziaływań

metalotionein z jonami miedzi na różnych stopniach utlenienia. Tematyka pracy dotyc2y fundamentalnego,

ale wciąż relatywnie słabo opisanego aspektu chemii biologicznej, powiązania homeostazy miedzi i cynku

na poziomie białek o wysokiej zawartości reszt cysternowych, których właściwości wiązania jonów

Cu(I)/Cu(II) i Zn(II) detenninują powstawanie różnych form kompleksowych w środowisku komórkowym

i pozakomórkowym.

Rozprawa doktorska mgr Alicji Orzeł spełnia fonnalne wymagania określone w obowiązujących

przepisach w Polsce. Składa się ona z wyraźnie wyodrębnionych części obejmujących streszczenie

w językach polskim i angielskim, obszerny wstęp teoretyczny, jasno wydzieloną część celów pracy, opis

materiałów i metod, rozdziały wynikowe, dyskusję, podsumowanie, bibliografię oraz zestawienie dorobku

naukowego kandydatki do stopnia doktora. Układ jest typowy, przejrzysty i zgodny ze standardami

przyjętymi w eksperymentalnych rozprawach doktorskich.

Tematyka, której podjęła się doktorantka pod czujnym okiem swojego promotora obejmuje

scharakteryzowanie miedziowych oraz miedziowo-cynkowych połączeń koordynacyjnych metalotionein

ludzkich MT2 i MT3 pod względem geometrii, preferencyjności tworzenia form kompleksowych oraz ich

stabilności w warunkach redukujących i utleniających. Jest to tematyka aktualna i istotna zarówno

poznawczo, jak i praktycznie. Jony Zn(II) oraz Cu(I)/Cu(II) są bowiem niezbędne dla fiuikcjonowania
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organizmów, a jednocześnie ich nadmiar i niedobór prowadzą do zaburzeń metabolicznych i stanów

patologicznych. Metalotioneiny mogą pełnić rolę elementu łączącego szlaki regulacji obu tych metali

w organizmach żywych, zwłaszcza że izolowano je w postaciach mieszanych, zawierających jednocześnie

jony Cu(I) i Zn(II). W tym kontekście badania przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej mgr Alicji
Orzeł wpisują się w nowoczesny nurt chemii biologicznej i bionieorganicznej, którego celem jest nie tylko

opis czy dane biaSko wiąże metal, ale jakie formy kompleksowe powstają preferencyjnie, w jakich

warunkach redoks, jaka jest rola stechiometrii i oddziaływań domenowych oraz jakie są konsekwencje
fuuakcj analne dla aktywności białek zależnych od jonów metali.

Rozdział l ("Wstęp teoretyczny") stanowi obszerne i dobrze uporządkowane wprowadzenie
do tematyki badawczej podjętej przez mgr Alicję Orzeł. Doktorantka rozpoczyna od przedstawienia

chemicznego i biologicznego znaczenia cynku i miedzi. Omawia kwestię ich homeostazy, a następnie

przechodzi do opisu miejsc wiązania Cu(I)/Cu(II) i Zn(II) w białkach oraz charakteryzuje metalotioneiny,

ich historię, podział, strukturę, regulację ekspresji i funkcje biologiczne. Na szczególne wyróżnienie

zasługuje fakt, że ta część pracy nie ogranicza się do klasycznego przeglądu literatury, lecz jest zbudowana

w sposób logicznie prowadzący do uzasadnienia podjęcia badań własnych, a także uwzględnia specyfikę

pracy z metalotioneinami jako białkami "tmdnymi", wysoce reaktywnymi i podatnymi na utlenianie reszt

cysternowych. Taki sposób wprowadzenia do zagadnienia należy ocenić bardzo pozytywnie. W moim
odczuciu rozdział ten stanowi solidną podstawę do zrozumienia dalszych części pracy, a doktorantka

wykazuje bardzo dobrą orientację w fundamentalnych zagadnieniach dotyczących biochemii jonów metali
w organizmach żywych.

Pomimo dużej staranności doktorantki przy pisaniu, można wskazać w tej części pracy elementy,
które wymagałyby dopracowania redakcyjnego lub większej konsekwencji narracyjnej. Nie są to jednak
uwagi merytoryczne a raczej subiektywne wskazówki/spostrzeżenia recenzenta:

fi) rozdział teoretyczny jest bardzo obszerny, a mektóre fragmenty (np. dotyczące dietetycznych źródeł

metali i czynników zmniejszających ich wchłanianie) w moim odczuciu mają charakter zbyt
"podręcznikowy",

(ii) miejscami pojawiają się bardzo dhigie zdania wielokrotnie złożone, utrudniające śledzenie wątku,
szczególnie dla czytelnika spoza wąskiej specjalizacji,

(iii) warto byłoby w kilku miejscach mocniej podkreślić, co jest wiedzą ugruntowaną (np. w odniesieniu

do funkcji metalotionein jako buforów Zn(II)), a co pozostaje hipotezą lub obszarem dyskusyjnym
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(np. konkretiie scenariusze powstawania mieszanych form Cu/Zn w warunkach zmiennego potencjału
redoks).

Są to jednak uwagi bardziej redakcyjne, a całość tej części pracy oceniam zdecydowanie pozytywnie.

Rozdział 2 ("Cele pracy") przedstawia jasno sformułowane cele badań. Należy podkreślić,

iż doktorantka nie ogranicza się do opisania jednego zjawiska. Cele pracy dotyczą opisania oddziaływań

MT2 i MT3 z jonami Cu(I) i Cu(II), określenia pojemności wiązania, różnic pomiędzy kompleksami

zredukowanymi i utlenionymi, identyfikacji preferencyjnie tworzonych fonii kompleksowych, wpływu

Zn(II) na powinowactwa Cu(I) oraz wpływu Cu(I) na właściwości donorujące Zn(II). W przypadku

metalotionein jest to podejście wymagające doświadczenia oraz dużej dyscypliny eksperymentalnej,
tym samym postawione cele należy uznać za ambitne.

Rozdział 3 ("Materiały i metody") zawiera szczegółowy opis zastosowanych odczynników,

aparatury oraz procedur eksperymentalnych. Bardzo pozytywnie należy ocenić fakt, że doktorantka

uwzględnia szerokie spektrum technik prowadzących do rozwiązania stawianych sobie problemów

badawczych. Wykorzystała w pracy metody rekombinacyjne i oczyszczania białek, spektroskopie UV-vis

i CD, fotoluminescencję (w tym analizę niskotemperaturową), spektrometrię mas oraz analizy typu top-

down. Doktorantka wykorzystuje w swoich badaniach nowoczesne urządzenia z gotowym

oprogramowaniem do opracowania danych pomiarowych. Wydaje mi się jednak, iż warto byłoby

wspomnieć w tym miejscu, w oparciu o jaką metodę lub algorytm zostały opracowane dane pomiarowe.

Rozdział 4 ("Wyniki") stanowi najważniejszą część rozprawy i prezentuje obszerny zestaw

rezultatów eksperymentalnych wraz z ich analizą. Należy podkreślić, że dane zostały przedstawione

w sposób uporządkowany, logiczny i prowadzą czytelmka od uzyskania i charakterystyki badanych izoform

metalotionein, poprzez opis ich połączeń koordynacyjnych z jonami miedzi oraz miedzi i cynku,

aż po wyniki badań stmkturalnych i domenowych. Na szczególne wyróżnienie zasługują moim zdaniem

wyniki dotyczące:

(i) określenia maksymalnego wysycenia apoMT2 oraz apoMT3 jonami Cu(I), wskazujące na możliwość

wiązania do 13 jonów Cu(I), przy czym MT3 wykazuje dodatkowy punkt równoważnikowy sugerujący

hipermetalację i powstawanie formy Cu(I)i5MT3; doktorantka wiąże ten fakt z destabilizacją klastrów

i zmianą sposobu koordynacji jonów metali, co jest interpretacją przekonującą i dobrze uzasadnioną
spektroskopowa,
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(ii) analiz procesów metalacji w warunkach utleniających, gdzie oddziaływanie z Cu(II) prowadzi

do wiązania jonów Cu(I) po redukcji Cu(II) i jednoczesnego utleniania reszt cysternowych (mostki

disulfidowe), co skutkuje inną stechiometrią końcową w porównaniu do form zredukowanych,

(iii) wyznaczenia zależności powinowactw Cu(I) od obecności Zn(II) w połączeniach koordynacyjnych

mieszanych, co ma kluczowe znaczenie dla interpretacji funkcji metalotionein jako buforów jonów

metali w warunkach komórkowych,

(iv) mapowania miejsc wiązania metali i mostków disulfidowych w połączeniu Cu(I)4Zn4MT3ox, co jest

szczególnie interesującym elementem pracy, gdyż odnosi się do form wyizolowanej z tkanki mózgowej

ssaków i stanowi próbę "wejścia" w rzeczywistą biologię układu, a nie wyłącznie model in vitro.

Rozdział 5 ("Dyskusja") jest obszerny i bardzo dobrze napisany. Doktorantka porządkuje w nim

uzyskane obserwacje, odnosi je do mechaniki koordynacji Cu(I)/Cu(II) i Zn(II), analizuje konkurencję

metali o miejsca wiązania, wpływ oddziaływań między domenowych i łącznika KKS w MT3, a także

interpretuje wyniki w kontekście form skoordynowanych wynikających z wartości pCu. Pewne elementy

tej części dysertacji wymagają komentarza, choć mają one zdaniem recenzenta charakter "drobnych

uchybień" i nie wpływają na bardzo wysoką ocenę merytoryczną:

(i) w kilku miejscach wskazane byłoby bardziej wyraźne oddzielenie interpretacji bezpośrednio wynikającej

z danych od hipotez mechanistycznych, szczególnie tam, gdzie mowa o reorganizacji klastrów Cu(I)

lub zmianach udziału geometrii dygonalnej i trygonalnej;

(ii) praca opemje dużą liczbą oznaczeń form kompleksowych (np. CuxZnyMT, formy zredukowane

i utlenione), co jest całkowicie zrozumiałe w tej tematyce, jednak w moim odczuciu przydałoby się

więcej elementów syntetyzujących (np. tabela zbiorcza najważniejszych stechiometrii, preferencyjnych

fonn i przypisanych im warunków), co ułatwiłoby szybkie porównanie MT2 i MT3;

(iii) testy funkcjonalne związane z transferem Zn(II) do białek cynkozależnych stanowią bardzo

wartościową część pracy, ale w tym fragmencie przydałoby się mocniejsze podsumowanie biologicznego

znaczenia obserwowanych efektów (tj. "co to oznacza dla komórki") w odniesieniu do znanych modeli

homeostazy cynku i miedzi.

Rozdział 6 ("Podsumowanie") jest syntetycznym ujęciem najważniejszych rezultatów badań

oraz wniosków płynących z pracy.
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W dysertacji przytoczono obszerną literaturę (227 pozycji), obejmującą zarówno klasyczne prace

fundamentalne, jak i aktuahie publikacje z obszam chemii biologicznej i biomeorganicznej. Bibliografia

została przygotowana starannie.

Dorobek naukowy mgr Alicji Orzeł przedstawiony w rozprawie obejmuje współautorstwo

5 publikacji oraz dodatkowo 3 w redakcji. Doktorantka jest współautorką 11 prezentacji konferencyjnych,

w tym 7 osobiście. Ponadto, uczestniczyła w realizacji 2 projektów naukowych, kierowanych przez jej

promotora. Podnosi swoje kwalifikacje oraz z sukcesami aplikuje o finansowanie wyjazdów

konferencyj nych.

Chciałbym też podkreślić, iż praca została napisana niezwykle staranie. Przedstawione ryciny,

tabele, wykresy zostały opisane wyczerpująco. Układ pracy oraz sam sposób jej edytorskiego

przygotowania powinny być doskonałym przykładem dla innych doktorantów. W tak obszernym

opracowaniu (167 stron) znajdują się drobne błędy językowe. Ich liczba jest jednak poniżej przeciętiiej tego

typu opracowań. Z obowiązku recenzenta przytoczę, np. : odmiana nazwiska promotora - jest na strome

tytułowej "(.. ) Artura Krężla (... )", na strome 3 "(.. ^kierowanych przez prof. dr hab. Artur Krgzla(... )",

strona 5 "(... ) Mojemu promotorowi prof. Arturowi Kr żelowi (... )", dalej ta sama strona "(... ) dzięhiję

dr. Manuelowi Peris-Diaz (... )" oraz na tej samej stronie kontynuuje podziękowania dla "dr Karoliny

Mosna". Recenzent nie jest językoznawcą, ale wychował się na programach, w których prof. Jerzy

Bralczyk i prof. Jan Miodek (nomen omen ten drugi z Uniwersytetu Wrocławskiego) wyjaśniali pewne

niuanse skomplikowanego języka polskiego. Jednym z nich były problemy odmiany nazwisk w języku

polskim. Konkluzja była taka, czy nam się to podoba czy nie, iż taka odmiana przez przypadki ma miejsce

w języku polskim, z drobnymi wyjątkami, do których na pewno nie należą przytoczone przypadki.

Pomimo wskazanych przeze mnie uwag, które nie mają wpływu na moją bardzo wysoką ocenę

merytoryczną, przedłożona do oceny rozprawa doktorska mgr Alicji Orzeł stanowi oryginalne rozwiązanie

postawionego problemu naukowego i spełnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim zgodnie

z Ustawą z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyższym i nauce (tekst jednolity: Dz. U. 2024

póz. 1571 z późn. zm. ). W związku z tym, wnoszę do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu

Wrocławskiego o dopuszczenie mgr Alicji Orzeł do dalszych etapów postępowania o nadanie jej stopnia

doktora.

Biorąc pod uwagę aktualność podjętej tematyki, wysoki poziom merytoryczny przedstawionych

badań, szeroki zakres zastosowanych technik eksperymentahiych i analitycznych, a także bardzo dojrzały
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sposób interpretacji otrzymanych wyników w kontekście chemii biologicznej jonów miedzi i cynku,

uważam, że rozprawa doktorska mgr Alicji Orzeł reprezentuje poziom wyraźnie wykraczający ponad

standardowe wymagania stawiane pracom doktorskim. Wnoszę do Rady Dyscypliny o wyróżnienie

niniejszej rozprawy doktorskiej. Uzasadnienie stanowi załącznik do recenzji.
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