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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Alicji Orzet,
zatytulowanej

»0ddziatywania ludzkich metalotionein MT2 i MT3 z jonami Cu(l) i Cu(II).”

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Alicji Orzet zostala wykonana pod kierunkiem
prof. dr. hab. Artura Krezla na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego, w Zaktadzie Chemii
Biologicznej. Uzyskane i przedstawione wyniki sfinansowano z dwéch projektéw OPUS Narodowego
Centrum Nauki, ktérych kierownikiem byt promotor.

Rozprawa ma charakter monografii i zostala przygotowana w sposéb tradycyjny, jako spdjne
tematycznie opracowanie obejmujgce kompleksowe badania biofizykochemiczne dotyczace oddziatywan
metalotionein z jonami miedzi na réznych stopniach utlenienia. Tematyka pracy dotyczy fundamentalnego,
ale weiaz relatywnie stabo opisanego aspektu chemii biologicznej, powigzania homeostazy miedzi i cynku
na poziomie bialek o wysokiej zawartosci reszt cysteinowych, ktorych wiasciwosci wigzania jonéw
Cu(l)/Cu(Il) i Zn(Il) determinujg powstawanie réznych form kompleksowych w srodowisku komérkowym
1 pozakomoérkowym.

Rozprawa doktorska mgr Alicji Orzet spetnia formalne wymagania okreslone w obowiazujacych
przepisach w Polsce. Sklada si¢ ona z wyraznie wyodrebnionych czesci obejmujacych streszczenie
w jezykach polskim i angielskim, obszerny wstep teoretyczny, jasno wydzielong cz¢$é celéw pracy, opis
materialéw i metod, rozdziaty wynikowe, dyskusje, podsumowanie, bibliografie oraz zestawienie dorobku
naukowego kandydatki do stopnia doktora. Uklad jest typowy, przejrzysty i zgodny ze standardami
przyjetymi w eksperymentalnych rozprawach doktorskich.

Tematyka, ktérej podjeta sie¢ doktorantka pod czujnym okiem swojego promotora obejmuje
scharakteryzowanie miedziowych oraz miedziowo-cynkowych potgczen koordynacyjnych metalotionein
ludzkich MT2 i MT3 pod wzgledem geometrii, preferencyjnosci tworzenia form kompleksowych oraz ich
stabilnosci w warunkach redukujacych i utleniajacych. Jest to tematyka aktualna i istotna zaréwno

poznawczo, jak i praktycznie. Jony Zn(II) oraz Cu(I)/Cu(Il) sa bowiem niezbedne dla funkcjonowania
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organizméw, a jednocze$nie ich nadmiar i niedobér prowadza do zaburzen metabolicznych i stanéw

patologicznych. Metalotioneiny moga pelni¢ role elementu igczacego szlaki regulacji obu tych metali

w organizmach zywych, zwlaszcza ze izolowano je w postaciach mieszanych, zawierajacych jednoczesnie

jony Cu(l) i Zn(Il). W tym konteksécie badania przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej mgr Alicji

Orzet wpisuja si¢ w nowoczesny nurt chemii biologicznej i bionieorganicznej, ktérego celem jest nie tylko

opis czy dane biatko wigze metal, ale jakie formy kompleksowe powstajg preferencyjnie, w jakich

warunkach redoks, jaka jest rola stechiometrii i oddziatywah domenowych oraz jakie sa konsekwencje
funkcjonalne dla aktywnosci biatek zaleznych od jondw metali.

Rozdziat 1 (,,Wstgp teoretyczny”) stanowi obszerne i dobrze uporzadkowane wprowadzenie
do tematyki badawczej podjetej przez mgr Alicje Orzel. Doktorantka rozpoczyna od przedstawienia
chemicznego i biologicznego znaczenia cynku i miedzi. Omawia kwesti¢ ich homeostazy, a nast¢pnie
przechodzi do opisu miejsc wigzania Cu(I)/Cu(II) i Zn(II) w biatkach oraz charakteryzuje metalotioneiny,
ich histori¢, podziat, strukture, regulacje ekspresji i funkcje biologiczne. Na szczegblne wyrdznienie
zastuguje fakt, ze ta czg$¢ pracy nie ogranicza si¢ do klasycznego przegladu literatury, lecz jest zbudowana
w sposob logicznie prowadzacy do uzasadnienia podjecia badan wiasnych, a takze uwzglednia specyfike
pracy z metalotioneinami jako biatkami ,trudnymi”, wysoce reaktywnymi i podatnymi na utlenianie reszt
cysteinowych. Taki spos6b wprowadzenia do zagadnienia nalezy ocenié¢ bardzo pozytywnie. W moim
odczuciu rozdziat ten stanowi solidng podstaw¢ do zrozumienia dalszych czesci pracy, a doktorantka
wykazuje bardzo dobrg orientacj¢ w fundamentalnych zagadnieniach dotyczacych biochemii jonow metali
w organizmach zywych.

Pomimo duzej starannosci doktorantki przy pisaniu, mozna wskazaé w tej czesci pracy clementy,
ktére wymagatyby dopracowania redakcyjnego lub wigkszej konsekwencji narracyjnej. Nie sg to jednak
uwagi merytoryczne a raczej subiektywne wskazéwki/spostrzezenia recenzenta:

(i) rozdzial teoretyczny jest bardzo obszerny, a niektére fragmenty (np. dotyczace dietetycznych Zrodet
metali i czynnikéw zmniejszajacych ich wchlanianie) w moim odczuciu maja charakter zbyt
»podrecznikowy”,

(i) miejscami pojawiajg si¢ bardzo diugie zdania wielokrotnie zlozone, utrudniajace $ledzenie watku,
szczegolnie dla czytelnika spoza waskiej specjalizacji,

(iii) warto bytoby w kilku miejscach mocniej podkreslié, co jest wiedzg ugruntowana (np. w odniesieniu
do funkcji metalotionein jako buforéw Zn(Il)), a co pozostaje hipoteza lub obszarem dyskusyjnym
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(np. konkretne scenariusze powstawania mieszanych form Cu/Zn w warunkach zmiennego potencjatu
redoks).

Sa to jednak uwagi bardziej redakcyjne, a catos¢ tej czgsci pracy oceniam zdecydowanie pozytywnie.

Rozdziat 2 (,,Cele pracy”) przedstawia jasno sformulowane cele badad. Nalezy podkresli¢,
iz doktorantka nie ogranicza si¢ do opisania jednego zjawiska. Cele pracy dotyczg opisania oddziatywar
MT2 i MT3 z jonami Cu(l) i Cu(Il), okreslenia pojemnosci wigzania, réznic pomiedzy kompleksami
zredukowanymi i utlenionymi, identyfikacji preferencyjnie tworzonych form kompleksowych, wplywu
Zn(Il) na powinowactwa Cu(l) oraz wplywu Cu(l) na wlasciwosci donorujace Zn(Il). W przypadku
metalotionein jest to podejscie wymagajace do$wiadczenia oraz duzej dyscypliny eksperymentalnej,
tym samym postawione cele nalezy uznaé za ambitne.

Rozdziat 3 (,Materialy i metody”) zawiera szczegblowy opis zastosowanych odczynnikéw,
aparatury oraz procedur eksperymentalnych. Bardzo pozytywnie nalezy ocenié fakt, ze doktorantka
uwzglednia szerokie spektrum technik prowadzacych do rozwigzania stawianych sobie probleméw
badawczych. Wykorzystata w pracy metody rekombinacyjne i oczyszczania bialek, spektroskopie UV-vis
i CD, fotoluminescencj¢ (W tym analize niskotemperaturowa), spektrometri¢ mas oraz analizy typu top-
down. Doktorantka wykorzystuje w swoich badaniach nowoczesne urzadzenia z gotowym
oprogramowaniem do opracowania danych pomiarowych. Wydaje mi si¢ jednak, iz warto byloby
wspomnie¢ w tym miejscu, w oparciu o jaka metodg lub algorytm zostaly opracowane dane pomiarowe.

Rozdzial 4 (,,Wyniki”) stanowi najwazniejsza czg$¢ rozprawy i prezentuje obszerny zestaw
rezultatdw eksperymentalnych wraz z ich analiza. Nalezy podkresli¢, ze dane zostaly przedstawione
W spos6b uporzadkowany, logiczny i prowadzg czytelnika od uzyskania i charakterystyki badanych izoform
metalotionein, poprzez opis ich polagczenn koordynacyjnych z jonami miedzi oraz miedzi i cynku,
az po wyniki badan strukturalnych i domenowych. Na szczegdlne wyréznienie zastuguja moim zdaniem
wyniki dotyczace:

(i) okreSlenia maksymalnego wysycenia apoMT2 oraz apoMT3 jonami Cu(l), wskazujace na mozliwosé
wigzania do 13 jonéw Cu(l), przy czym MT3 wykazuje dodatkowy punkt réwnowaznikowy sugerujacy
hipermetalacj¢ i powstawanie formy Cu(I)1sMT3; doktorantka wigze ten fakt z destabilizacja klastrow
i zmiang sposobu koordynacji jonéw metali, co jest interpretacja przekonujaca i dobrze uzasadniona

spektroskopowo,
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(i) analiz proceséw metalacji w warunkach utleniajacych, gdzie oddzialywanie z Cu(Il) prowadzi
do wigzania jonow Cu(l) po redukcji Cu(Il) i jednoczesnego utleniania reszt cysteinowych (mostki
disulfidowe), co skutkuje inng stechiometrig koncowa w poréwnaniu do form zredukowanych,

(iii) wyznaczenia zaleznosci powinowactw Cu(I) od obecnosci Zn(II) w potaczeniach koordynacyjnych
mieszanych, co ma kluczowe znaczenie dla interpretacji funkcji metalotionein jako buforéw jonéw
metali w warunkach komérkowych,

(iv) mapowania miejsc wigzania metali i mostkéw disulfidowych w potaczeniu Cu(I)eZnsMT3o0x, co jest
szczegOlnie interesujgcym elementem pracy, gdyz odnosi si¢ do form wyizolowanej z tkanki mézgowej
ssakow i stanowi probe ,,wejscia” w rzeczywista biologi¢ uktadu, a nie wylacznie model in vitro.

Rozdziat 5 (,,Dyskusja”) jest obszerny i bardzo dobrze napisany. Doktorantka porzadkuje w nim
uzyskane obserwacje, odnosi je do mechaniki koordynacji Cu(l)/Cu(Il) i Zn(ll), analizuje konkurencje
metali 0 miejsca wigzania, wplyw oddzialywan miedzydomenowych i lacznika KKS w MT3, a takze
interpretuje wyniki w kontekscie form skoordynowanych wynikajacych z wartosci pCu. Pewne elementy
tej czgsci dysertacji wymagajg komentarza, cho¢ maja one zdaniem recenzenta charakter ,drobnych
uchybiefr” i nie wplywaja na bardzo wysoka ocene merytoryczng:

(i) w kilku miejscach wskazane byloby bardziej wyrazne oddzielenie interpretacji bezposrednio wynikajace;
z danych od hipotez mechanistycznych, szczegélnie tam, gdzie mowa o reorganizacji klastréw Cu(I)
lub zmianach udzialu geometrii dygonalnej i trygonalne;j;

(i) praca operuje duza liczbg oznaczen form kompleksowych (np. CuxZnyMT, formy zredukowane
i utlenione), co jest catkowicie zrozumiate w tej tematyce, jednak w moim odczuciu przydatoby sie
wigcej elementéw syntetyzujgcych (np. tabela zbiorcza najwazniejszych stechiometrii, preferencyjnych
form i przypisanych im warunkéw), co utatwitoby szybkie poréwnanie MT2 i MT3;

(iii) testy funkcjonalne zwigzane z transferem Zn(II) do bialek cynkozaleznych stanowia bardzo
wartosciows czg$¢ pracy, ale w tym fragmencie przydatoby si¢ mocniejsze podsumowanie biologicznego
znaczenia obserwowanych efektow (tj. ,, co to oznacza dla komdrki”) w odniesieniu do znanych modeli
homeostazy cynku i miedzi.

Rozdziat 6 (,Podsumowanie”) jest syntetycznym ujeciem najwazniejszych rezultatéw badafi

oraz wnioskow plynacych z pracy.
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W dysertacji przytoczono obszemg literaturg (227 pozycji), obejmujacg zaréwno klasyczne prace
fundamentalne, jak i aktualne publikacje z obszaru chemii biologicznej i bionieorganicznej. Bibliografia
zostala przygotowana starannie.

Dorobek naukowy mgr Alicji Orzel przedstawiony w rozprawie obejmuje wspolautorstwo
5 publikacji oraz dodatkowo 3 w redakcji. Doktorantka jest wspotautorka 11 prezentacji konferencyjnych,
w tym 7 osobiécie. Ponadto, uczestniczyta w realizacji 2 projektow naukowych, kierowanych przez jej
promotora. Podnosi swoje kwalifikacje oraz z sukcesami aplikuje o finansowanie wyjazdow
konferencyjnych.

Chcialbym tez podkresli¢, iz praca zostala napisana niezwykle staranie. Przedstawione ryciny,
tabele, wykresy zostaly opisane wyczerpujaco. Uktad pracy oraz sam sposdb jej edytorskiego
przygotowania powinny by¢ doskonalym przyktadem dla innych doktorantéw. W tak obszemym
opracowaniu (167 stron) znajdujg si¢ drobne bledy jezykowe. Ich liczba jest jednak ponizej przecigtnej tego
typu opracowan. Z obowiazku recenzenta przytoczg, np.: odmiana nazwiska promotora — jest na stronie
tytwowej ,, () Artura Krezla (..)”, na stronie 3 ,, (..)kierowanych przez prof. dr hab. Artur Krezla(..)”,
strona 5 ,,(...) Mojemu promotorowi prof. Arturowi Krezelowi (...)”, dalej ta sama strona ,,(...) dzigkuje
dr. Manuelowi Peris-Diaz (...)” oraz na tej samej stronie kontynuuje podziekowania dla , dr Karoliny
Mosna”. Recenzent nie jest jezykoznawcg, ale wychowal si¢ na programach, w ktorych prof. Jerzy
Bralczyk i prof. Jan Miodek (nomen omen ten drugi z Uniwersytetu Wroctawskiego) wyjasniali pewne
niuanse skomplikowanego jezyka polskiego. Jednym z nich byly problemy odmiany nazwisk w jezyku
polskim. Konkluzja byla taka, czy nam si¢ to podoba czy nie, iz taka odmiana przez przypadki ma miejsce
w jezyku polskim, z drobnymi wyjatkami, do ktorych na pewno nie nalezg przytoczone przypadki.

Pomimo wskazanych przeze mnie uwag, ktére nie maja wpltywu na mojg bardzo wysoka ocene
merytoryczng, przedtozona do oceny rozprawa doktorska mgr Alicji Orzet stanowi oryginalne rozwigzanie
postawionego problemu naukowego i spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim zgodnie
z Ustawg z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity: Dz. U. 2024
poz. 1571 z p6zn. zm.). W zwigzku z tym, wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Wroctawskiego o dopuszczenie mgr Alicji Orzel do dalszych etapow postgpowania o nadanie jej stopnia
doktora.

Biorgc pod uwage aktualnos¢ podjetej tematyki, wysoki poziom merytoryczny przedstawionych
badan, szeroki zakres zastosowanych technik eksperymentalnych i analitycznych, a takze bardzo dojrzaly
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sposéb interpretacji otrzymanych wynikow w kontekscie chemii biologicznej jondéw miedzi i cynku,
uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Alicji Orzel reprezentuje poziom wyraznie wykraczajgcy ponad
standardowe wymagania stawiane pracom doktorskim. Wnosze do Rady Dyscypliny o wyréznienie

niniejszej rozprawy doktorskiej. Uzasadnienie stanowi zatgcznik do recenzji.
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