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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej Pani mgr Agnieszki Drozd pt. ”Characteristics of stability and reactivity
of the human metallothionein isoforms in the context of cellular zinc homeostasis” wykonanej

pod kierunkiem prof. dr hab. Artura Krezela.

Przedstawiona do oceny praca obejmuje badania ludzkich metalotionein (MT), ktérych
celem bylo zdobycie szeregu nowych informacji na temat biofizycznych wtasciwosci tych
czgsteczek 1 molekularnych podstaw ich aktywnosci, co stanowi niezbedny etap do dalszego
zglebiania ich funkcji biologicznych w komérkach. Wiadomo, ze te niskoczasteczkowe biatka
bogate w aktywne grupy sulthydrylowe wiazac nie tylko jony cynku, ale i jony metali takich jak
Cu™, Cd**, Hg™*, Pb*, odpowiedzialne sg za homeostaze pierwiastkéw sladowych kluczowych
dla funkcji zyciowych komorki, neutralizacje toksycznych metali ciezkich, neutralizacje
wolnych rodnikéw oraz dystrybucje jonéw metali do metaloprotein. Petnigc powyzsze funkcije,
MT majg istotne znaczenie dla podstawowych proceséw komdrkowych, takich jak proliferacja,
roznicowanie, czy przekazywanie sygnatu. Intrygujaca jest ich rola w procesach
nowotworzenia, na ktéra wskazuje wyrazny wzrost ekspresji niektdrych izoform w tych stanach
chorobowych, czy znaczenie dla prawidlowego funkcjonowania uktadu nerwowego. Co wiecej,
pomimo iz badania nad MT rozpoczgto w latach 50-tych XX w. i dysponujemy wiedzg na temat
podstawowej struktury wigkszosci zidentyfikowanych izoform, dalsze badania nad rolg tych
czgsteczek w kluczowych procesach zachodzacych w komérce i organizmie w uktadach in vitro
i in vivo wymagaja zrozumienia ich biochemicznych podstaw w uproszczonych uktadach
modelowych, czego przyktadem jest przedlozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr

Agnieszki Drozd. Od strony warsztatu badacza, MT sg wymagajacym obiektem badan, ze



wzgledu na unikatowa elastycznos$¢ strukturalng, podatno$¢ na utlenianie i agregacje oraz
wysoka zmiennos$¢ strukturalng komplekséw w fizjologicznym pH. W odniesieniu do opisanych
trudnosci, na wyréznienie zastuguje fakt, ze w ocenianej pracy Pani mgr Agnieszka Drozd
podjeta si¢ badan biofizycznych az 10 ludzkich MT z podrodzin MT1, 2, 3 i 4, gdzie dla
wiekszosci wybranych izoform albo nie dysponowano dotychczas tak szczegétowa
charakterystyka albo wiedza na ich temat byla fragmentaryczna, a opublikowane dotychczas
parametry fizykochemiczne niepordwnywalne ze wzgledu na réznice w zastosowanych
metodach analitycznych. Dodatkowym atutem pracy jest przeprowadzona z sukcesem
konfrontacja wynikéw z kilkoma ogolnie panujgcymi opiniami dotyczacymi wlasciwosci
komplekséw MT z jonami Zn*".

Przedstawiona do recenzji praca doktorska to bogate, obejmujace 274 str.,
anglojezyczne opracowanie aktualnego stanu wiedzy w odniesieniu do uzyskanych wynikéw.
Charakteryzuje si¢ prawidlowym uktadem, w ktérym wyrézniono Wstep, Cele Pracy, Materiaty
i Metody, Wyniki oraz Dyskusje. W pracy dos¢ niekonwencjonalnie wskazano na najwazniejsze
wnioski ptynace z przeprowadzonych badan — podano je w formie tytutéw podrozdziatéw
Dyskusji, co nie zmienia faktu, ze zostaly sformutowane prawidtowo i czytelnie. Przyznam, ze
taka forma ulatwia czytanie dyskusji i weryfikacj¢ wynikéw z danymi literaturowymi.
Dopetnieniem opracowania jest bogaty w stabelaryzowane dane Zatacznik (obejmujacy m.in.
szczegOlowa interpretacje wynikOw uzyskanych przy pomocy spektrometrii mas), spisy
pismiennictwa i skrétéw oraz streszczenia w j. polskim i angielskim.

Wstep jest bardzo dobrze skonstruowany oraz napisany jasno i czytelnie.
Doktorantka trafnie dobrata zakres przedstawionych informacji wyczerpujaco ilustrujgc
opisywane czgsteczki i procesy. Z lekkoscig pidra wprowadza czytelnika w kolejne aspekty
dotyczace MT, wyjasniajac definicje wigkszosci parametréw fizykochemicznych badanych w
niniejszej rozprawie (np. pZn, K, dla komplekséw Zn-MT, potencjat oksydacyjno-redukcyjny)
w odniesieniu do ich znaczenia dla aktywnosci MT. Bogato ilustrowany Wstep, rozpoczyna
ogdlna charakterystyka biatek i domen wigzacych jony Zn** poparta licznymi przyktadami, po
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utrzymujace stan homeostazy i skutki zaburzenia tych proceséw. W kolejnych rozdziatach
porusza sztandarowe funkcje tego typu czasteczek, w tym MT, dotyczace utrzymania
homeostazy jonéw Zn>*, roli transporteréw Zn>* do molekut, ktérych aktywnos¢ jest zalezna lub
regulowana przez te jony oraz udzialu w reakcjach oksydoredukcyjnych w komorkach.
Nastgpnie Autorka skupia si¢ na ludzkich MT, ktére stanowig przedmiot Jej rozprawy
doktorskiej. Opisuje kolejno podtoze historyczne badan nad ludzkimi MT, geny kodujace i
zidentyfikowane izoformy, ich sekwencje aminokwasowe, strukture przestrzenng zaréwno form
zwigzanych (MT), jak i niezwiazanych z jonami metali (apotionein — T), lokalizacje w
komorkach i tkankach, funkcje biologiczng oraz po krétce stany chorobowe zalezne od MT.
Pewien niedosyt budzi podrozdzial dotyczacy struktury/konformacji apotionein, ktéry mogiby
by¢ uzupetniony o dotychczasowa wiedz¢ na temat zmian konformacyjnych zachodzacych
podczas przechodzenia z formy T do MT.

Cele pracy zostaly precyzyjnie wskazane, a nastgpnie konsekwentnie realizowane.
Nalezy wyr6zni¢ kompleksowe podejscie do badan biofizycznych az 10-ciu MT z grup 1, 2, 3 i
4 w kontekscie komoérkowej homeostazy jonow Zn™*, ktére na tle opublikowanych prac
wyrdznia zastosowanie tych samych warunkéw i metod analitycznych dla tak duzej grupy
izoform. Pozwolito to na przeprowadzenie rzetelnej analizy poréwnawczej i wzmocnifo
argumenty przewazajace za kontestacjg opinii dotyczacych obecnosci miejsca stabiej wiazacego
Zn**, wptywu warunkéw izolacji MT na wlasciwodci biofizyczne oraz uzytecznosci
izolowanych domen MT jako ukiadéw dla charakterystyki kompletnej czasteczki MT.

Opis stosowanych materiatéw i metod, uwzgledniajacy spis odczynnikéw i
aparatury, zostal poprawnie 1 wyczerpujaco opisany. Docenié nalezy fakt, ze niektére z metod
uzupetniono o wyjasnienie podstaw molekularnych badanych proceséw, co nalezy docenié
biorac pod uwage wysoce specjalistyczny charakter wykonanych doswiadczen. Brakuje mi
jedynie listy wykorzystywanych sekwencji nukleotydowych ludzkich MT (po czes$ci mozna si¢
odnies¢ do Ryc. 1.9) oraz opisu metody obliczania wspéiczynnika CI (Competitivity Index) —
jedynie w rozdziale Wyniki pojawia si¢ wzmianka w postaci cytowania zrédla dla tego

parametru. Niektére z metod nie posiadaja informacji na temat liczby powtdrzen. Nalezy



podkresli¢, ze do realizacji zadan Autorka uzyla bardzo bogatego zestawu metod — od
nowoczesnych metod preparatyki bialek (ekspresja w wydajnym systemie bakteryjnym,
oczyszczanie przy pomocy chromatografii powinowactwa z uzyciem segmentéw inteiny jako
tatwo usuwalnego znacznika oraz innych metod chromatograficznych) uzupelnionych o SDS-
PAGE i analizy metodg spektrometrii mas. Charakterystyke biofizyczng komplekséw Zn-MT
analizowano z uzyciem szerokiego zakresu metod opartych na spektrofotometrii UV-VIS oraz
spektrofluorymetrii. Praca pokazuje w jak szerokim zakresie mozna uzy¢ metod spektrometrii
mas ESI i MALDI-TOF do badan nie tylko struktury MT, ale przede wszystkim proceséw
asocjacji jonéw Zn>* i Cd** do T i MT oraz transferu jonéw z Zn-MT do metaloprotein.
Polaczenie tych technik z analizami proteomicznymi MS i MS/MS oraz znakowaniem grup
sulfhydrylowych reprezentuje nowoczesne trendy analizy MT. Nalezy podkresli¢, ze Autorka
nie tylko dobrala metody zgodnie z aktualnym stanem wiedzy na temat ich uzytecznosci w
badaniach MT, ale réwniez zmodyfikowala niektére z publikowanych wczesniej warunkéw,
krytycznie ocenianych przez badaczy zajmujacych sie ta tematyka.

Wyniki, podobnie jak reszta pracy, sg jasno opisane i w petni udokumentowane
rycinami i tabelami. Kazda z sekcji poprzedzona jest krétkim uzasadnieniem wykonanych
doswiadczen. Nalezy podkredli¢, ze MT sa trudnymi biatkami do izolacji, szczegdlnie z punktu
widzenia otrzymywania form apotionein pozbawionych jonéw metali, stad na wyréznienie
zastuguje objecie tak szerokim zakresem analiz az 10 izoform ludzkich MT, gdzie dodatkowo
wszystkie biatka otrzymywano samodzielnie na drodze ekspresji w systemie bakteryjnym. Cele
pracy zostaly osiggnigte. Autorka dostarczyla oryginalnych wynikéw w zakresie
poréwnawczych badan biofizycznych wiasciwosci komplekséw Zn-MT w odniesieniu do ich
roli w utrzymywaniu komérkowej homeostazy. Badania obejmowaty zaréwno apotioneiny oraz
nasycone i czgsciowo nasycone formy Zn-MT. Wyznaczyla grupy o stabym, §rednim i mocnym
powinowactwie do jonéw cynku, co w dalszej czeséci pracy umozliwilo interpretacje wynikéw
dotyczacych wlasciwosci buforujacych i transporterowych MT. W  zaleznosci od
doswiadczenia, wykazala role wszystkich lub wybranych MT jako transporteréw jonéw cynku

do metaloprotein, na przyktadach peptydu z motywem palca cynkowego, dehydrogenazy



sorbitolu, fosfatazy tyrozynowej 1B oraz niskoczasteczkowych ligandéw, takich jak GSH, ATP
i L-histydyna. Wybierajac MT2a jako model, potwierdzita istnienie stabiej zwigzanego jonu
Zn** we wszystkich izoformach, wyraznie pokazujac, ze jest to integralna cecha funkcjonalna, a
nie efekt warunkéw preparacji MT (pH). Badania nad MT2a stanowig warto$ciowa kontynuacje
prac zespotu kierowanego przez promotora pracy doktorskiej Pani mgr Agnieszki Drozd nad tg
izoforma. Przeprowadzajac szczegétowa analize fizykochemicznych wtasciwosci domen o i B
ludzkiej MT2a, wykazala ich odmienne wlasciwosci w odniesieniu do parametréw
fizykochemicznych obserwowanych dla kompletnej czasteczki, w szczegd6lnosci jesli chodzi o
powinowactwo do jonéw metali i obecno$¢ stabo zwiazanego jonu Zn**. Wykorzystujac
nowoczesne podejscie proteomiczne oparte na spektrometrii mas zaproponowala model
asocjacji jonéw cynku i kadmu do MT2a oraz domen o i 3 tej MT oraz zbadata proces asocjacji
jonéw w odniesieniu do ich transferu z MT2a do dehydrogenazy sorbitolu.

Wysoko oceniam jako$¢ 1 oryginalnos¢ uzyskanych wynikéw, ktérym nie
umniejszajg nieliczne uchybienia merytoryczne lub techniczne opisane ponizej. W odniesieniu
do etapu otrzymywania MT, Autorka wybiérczo pokazuje wyniki dotyczace ekspresji,
oczyszczania i rozdziatéw chromatograficznych dla MT i T, niemal w kazdym z podrozdzialéw
opisujgc inny zestaw tych czasteczek. Jest to po czesci zrozumiate biorgc pod uwage, ze celem
bylo otrzymanie i analiza az 10-ciu MT. Rozdzial 4.2.2, ktéry wbrew tytutowi opisuje
optymalizacj¢ ekspresji MTle w E. coli, wymagalby zamieszczenia krétkich wnioskéw w
stosunku do pozostalych izoform. W mojej opinii przejrzysciej byloby przedstawi¢ komplet
wynikéw choé dla 2-3 przedstawicieli z umieszczeniem pozostatych wynikéw w Zataczniku.
Odnosnie pomiaru mas czasteczkowych T i MT, w opinii recenzenta réznice migdzy
obserwowanymi a teoretycznymi masami czgsteczkowymi (byly wyzsze o ok. 1 —4 Da) dla T i
syntetycznych peptydéw (Tabele 4.2 i 4.3) wymagaja glebszego przedyskutowania w oparciu o
cytowang pozycje nr 261 i podlegte jej odnosniki literaturowe. Skoro jedng z przyczyn mégt byé
tryb liniowy detekcji jondéw, wyniki te nalezaloby zweryfikowaé korzystajac z
ogdlnodostgpnych spektrometréw o wyzszej rozdzielczosci. Stanowitoby to dodatkowy atut

przediozonej do recenzji rozprawy doktorskiej, gdyz kwestie te, aczkolwiek obserwowane,



pomijane sa w dostepne;j literaturze prezentujacej widma masowe dla MT. W dalszej kolejnosci,
czy mozliwe jest, ze nieznaczne réznice dotyczace stechiometrii Zn** do T w kompleksach
Zn;MT (Tabela 5.3), najczesciej zanizone w przypadku testu z uzyciem PAR wynikajg z faktu,
ze w przypadku niektérych izoform powinowactwo PAR do Zn** jest nizsze niz powinowactwo
niektérych miejsc wigzacych jony tego metalu w MT (patrz: Tabela 1.4). Dalej pojawia si¢
pytanie, czy pewna heterogenno$¢ jonéw obserwowanych w szczegdélnosci dla procesu asocjacji
izolowanych domen T2a z jonami Cd** nie wynika z rozpadu stabszych komplekséw w zZrédle
jonéw ESI w wyniku mniejszego powinowactwa Cd** do miejsc wigzacych w MT,
wynikajacego nie tylko z samych wilasciwosci MT, ale tez konformacji przyjmowanych na
etapie asocjacji (Ryc. 7.3)? Ciekawa, w aspekcie zadanego pytania, jest znacznie mniejsza i
porownywalna do Zn-MT heterogenno$¢ obserwowana podczas miareczkowania
uformowanych komplekséw ,,nienasyconych” form Zn4BMT2a i Zn3oMT2a jonami Cd** (Ryc.
7.9B). Pomimo iz praca zostala przygotowana starannie i napisana w sposéb przejrzysty dla
czytelnika, przy tak obszernym opracowaniu Autorka nie unikneta drobnych btedéw
technicznych. Ponizej wymieniono najwazniejsze z nich. Na Ryc. 4.2 i 4.3 brakuje
szczegotowych opiséw dla poszczegdlnych Sciezek. W metodzie dotyczacej chromatografii
powinowactwa na zlozu z chityng brakuje etapu przemywania ztoza 0.5% SDS. Chromatogramy
na Ryc. 4.8 1 4.9 wskazuja na nastrzyk manualny, w zwiagzku z czym nie zawsze uogé6lnione
wnioski na temat czaséw retencji frakcji zgadzaja si¢ zamieszczonymi profilami elucji.
Pojawiaja si¢ bledne odniesienia do Tabeli 9.12 w Zataczniku (np. Ryc. 4.10, 4.12, 7.2).
Numery buforé6w na Ryc. 5.5 i 5.6 nie zgadzaja si¢ z numeracja podang w Materiatach i
Metodach. Biad w symbolach dla komplekséw jondéw Cd* (str. 151). Odnoszac sie do
powinowactwa, Autorce zdarza si¢ czasem stosowaé skrét myslowy nazywajac przyktadowo
wartos¢ 8.6 stalg dysocjacji (np. str. 127).

Dyskusja zostala przeprowadzona przejrzysScie z naciskiem na najciekawsze i
oryginalne wyniki badan Pani mgr Agnieszki Drozd, ktére wymienitam w poczatkowych
fragmentach recenzji. Sposéb prowadzenia dyskusji i wyciggane wnioski §wiadczg o bardzo

dobrej znajomosci tematu, o czym s$wiadczy posrednio liczba 365 cytowanych pozycji



literaturowych. Autorka wnikliwie ustosunkowata si¢ do wynikéw badan wtasnych, odnoszac je
do aktualnej wiedzy na temat MT w kazdym z obszar6w przeprowadzonych badaf. Praca
dotyczy specjalistycznych aspektéw biochemii MT, wigec tym bardziej doceniam rzetelne
odniesienie wynikéw i wnioskéw do biologicznej roli tych biatek.

Podsumowujac stwierdzam, ze cel pracy zostal osiagniety, a praca wnosi oryginalny
i istotny wktad do wiedzy o budowie i funkcji MT, podwazajac z sukcesem kilka powszechnie
panujgcych opinii na temat biochemicznych wilasciwosci tych biatek oraz wykorzystywania
izolowanych domen jako ukladéw modelowych dla calych czasteczek. Autorka uzyskata
wysokiej jakosci wyniki dzigki polaczeniu nowoczesnych metod i duzego wkiadu pracy.
Nieliczne uwagi merytoryczne przedstawione w niniejszej recenzji, ktére majg raczej charakter
dyskusji, w zaden spos6b nie umniejszaja jakosci przedtozonej do oceny rozprawy doktorskie;j.

Podsumowujac, rozprawa doktorska odpowiada warunkom okreslonym w Ustawie z
dnia 18 marca 2011 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w
zakresie sztuki. Biorgc pod uwage wysoki poziom naukowy przedstawionej do recenzji pracy
doktorskiej i dorobek naukowy Autorki, wnoszg¢ o przyjecie ocenianej rozprawy doktorskiej i
dopuszczenie mgr Agnieszki Drozd do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, majac na wzgledzie znaczenie, szeroki zakres, nowatorski charakter i
jakos¢ otrzymanych wynikéw, ktére gwarantuja ich opublikowanie w wysokiej rangi
czasopismach o zasiggu migedzynarodowym, skladam wniosek o wyr6znienie rozprawy

doktorskiej mgr Agnieszki Drozd.
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