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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr Agnieszki DROZD
,»Characteristics of stability and reactivity of the human metallothionein
isoforms in the context of cellular zinc homeostasis”

Praca mgr Agnieszki Drozd to przyktad niezwykle solidnej pracy z pogranicza
chemii i biologii. Stanowi ona kontynuacje badan prowadzonych przez grupe prof.
Artura Krezela i dotyczy zdefiniowania fizjologicznej roli metalotionein, ktéra nie
jest jednoznaczna. Na przyktad, jednym z waznych probleméw dotyczacych tej
grupy biatek jest pytanie dlaczego w organizmie ludzkim wystepuje tak wiele ich
izoform i jaka jest rola poszczegdlnych z nich. Praca doktorska Pani mgr
Agieszki Drozd jest waznym krokiem poszukiwania odpowiedzi na to pytanie.

W pierwszym etapie Autorka pracy otrzymata i oczyscita 10 izoform tych biatek
zaréwno pozbawionych jonu metalu, jak i wysyconych jonem cynku. Sposéb
uzyskania tych rekombinowanych biatek jest oryginalny i kreatywny. Nastepnie
zbadata jak poszczegdine izoformy wigzg sekwencyjnie jony cynku i kadmu (te
drugie poniewaz mozna bylo zastosowa¢ tu technike UV-Vis), oraz jak
metalotioneiny wysycone siedmioma jonami cynku oddajg te jony wybranym
biatkom i ligandom matoczasteczkowym. Miato to na celu sprawdzenie koncepcji,
stanowigcej ze metalotioneiny moga stanowi¢ rezerwuar tych jonéw w komorce.
Przy okazji pokazata, ze doniesienia literaturowe wskazujace, iz aktywnos$é
metalotionein jest zalezna od pH w jakim je sie izoluje sg nieprawdziwe — ten
element rozprawy pokazuje dociekliwos¢ Doktorantki. Duzy fragment rozprawy
poswiecony jest zdefiniowaniu, ktére reszty tiolowe cystein zaangazowane sg w
wigzanie kolejnych jonéw cynku. W tym celu Pani mgr Agnieszka Drozd
opracowata metode alkilowania niezwigzanych z jonem cynku reszt za pomocg
jodoacetamidu, a po trawieniu uzyskanych adduktéw okreslata, ktére reszty
tiolowe zostaty zablokowane przez badanie uzyskanych fragmentéw za pomoca
techniki HPLC-MS. Fakt, ze jony cynku wigzg reszty tiolowe tak, ze nie
pozwalajg na ich alkilowanie tym odczynnikiem jest dla mnie pewnym
zaskoczeniem. Waznymi sg tez wyniki pokazujace, ze nie mozna przenosic¢
wynikdw badan uzyskanych z uzyciem izolowanych domen metalotioneiny na
cafe biatko, cho¢ wydawato sie oczywistym stosowanie takiego rozumowania gdy
zwazy¢ znang budowe przestrzenng metalotionein i sposdb wigzania przez nie



jondbw metali. Reasumujac, trzeba stwierdzi¢, ze praca doktorska Pani Agnieszki
Drozd budzi szacunek, gdyz jest to bardzo starannie przemyslany projekt
badawczy, zrealizowany w sposob nieomal perfekcyjny z niebywatym naktadem
pracy i z zastosowaniem catej gamy technik badawczych. O nakfadzie pracy
$wiadczy¢ moze chociazby fakt, ze skondensowane oméwienie metodyki badan
to 27 stron tekstu.

Praca doktorska jest napisana bardzo dobrg angielszczyzng. W pracy tej
znalaztem zaledwie kilka btedéw edytorskich, cho¢ czasami nie jestem pewien,
czy niektére sformutowania s gramatycznie poprawne. Mate btedy edytorskie
znalaztem na stronach: 7, 19, 89 i 94 — to naprawde niewiele, ale btad na stronie
7 jest niestety niedobry. Zostawiam te btedy do znalezienia Doktorantce.
Pozostate z nich wymieniam ponizej gtéwnie po to aby pokazaé¢, ze starannie
przeczytatem prace:

- wolatbym, aby na stronie 35 stopnie utlenienia atoméw siarki byly
zapisane jako +2 i +4 zamiast 2 i 4 (cho¢ odnosze wrazenie, ze sie
czepiam);

- nie widze strzatek na rysunku 1.9 na str. 40;

- nie ma tabeli 3.1.1. (jest tabela 3.1) — str. 66;

- na str. 116 Autorka pisze o szesciu pozostatych jonach cynku — tak
naprawde sg to jony trzy (mimo, ze rozumiem o co chodzi);

- w podpisach do rysunkéw 5.8 i 5.11 linie na wykresie sg opisane kolorami,
a u mnie na rysunkach sg o réznych odcieniach szarosci (na szczescie
mozna sie zorientowac, ktory jest ktory);

- izoformy nie sg szybkie, szybka jest wymiana jonéw z ich udziatem (str.
121);

- dane z Tabeli 5.6 (str. 130) nie korespondujg z tekstem ani z rysunkami
rozdziatu 5.11;

- Autorka pisze, ze badanie kompleksowania jonéw metali przez omeny alfa
i beta metalotionein jest DZISIAJ coraz bardziej popularne, a cytuje tu
prace z roku 2002;

- Na stronie 151 kompleks z kadmem nazwany jest ZnsL (mozna tak byto
zrobi¢ bo wiadomo o co chodzi), co odbito sie jednak czkawkg w Tabeli
7.2, gdzie powinno byé w trzeciej kolumnie ,with Cd®*).

Przy okazji mam pytanie Doktorantki — czy jest jakies wytlumaczenie dlaczego
btad pomiaru liczby jonéw Zn%* przypadajacych na czasteczke MT1a (Tabela
5.3.) zmierzony za pomoca ICP jest tak wielki i tak znacznie odbiega od btedu
innych pomiaréw w tej Tabeli?

Praca doktorska Pani mgr Agnieszki Drozd poprzedzona jest omdéwieniem
literatury, ktéry stanowi nieco ponad 20% objetosci pracy i bardzo dobrze
wprowadza czytelnika w cze$¢ badawcza rozprawy. Jest on napisany w sposéb
zwarty i kompetentny. Niezwykle dobre wrazenie robi opis celu pracy. W ogdle
praca jest napisana w taki sposob, iz mimo skomplikowanych niekiedy
eksperymentow czyta sie jg dobrze. Jest tak oprocz jednego wyjatku — czytanie



ze zrozumieniem paragrafu 8.6 jest nieomal niemozliwe bez czestego
korzystania z paragrafu 8.7. Przy okazji, nie jestem przekonany, ze rozdzielenie
omowienia wynikéw od ich dyskusji byto dobrym pomystem. Wydaje mi sie, ze
przy takiej konstrukcji pracy jest ona trudniejsza do $ledzenia - tym bardziej, ze
sekwencja dyskusji wynikow jest nieomal taka sama. Dodatkowo, brak mi
generalnych wnioskoéw jakie mozna wysnué podsumowujac przeprowadzone
badania.

Reasumujgc, stwierdzam, ze przyszio mi recenzowaé bardzo ciekawg prace
doktorska, ktorej realizacja wymagata duzego naktadu pracy i uporu badawczego.
Praca Pani mgr Agnieszki Drozd to przyktad kreatywnie zrealizowanego,
ciekawego projektu badawczego i spetnia ona w peini warunki zaréwno
ustawowe jak i zwyczajowe jakie stawia sie pracom doktorskim. Dlatego wnosze
do Wysokiej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego o
dopuszczenie Jej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Mimo to, ze
wydaje mi si¢ iz wyniki tej pracy nie zostaly jeszcze opublikowane, biorgc pod
uwage jako$¢ przeprowadzonych badan i ich niezwykle porzadny opis wnosze o
wyréznienie tej pracy doktorskiej.



