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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Sylwii Katarzyny Wu
zatytulowanej
»Rola zroznicowania sekwencyjnego ludzkich metalotionein w komorkowej homeostazie
jonow Zn?>*”

Praca doktorska Pani mgr Sylwii Wu zostata przygotowana w Zespole Chemii Biologicznej
Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Artura
Krezla.

Metalotioneiny, biatka regulatorowe uczestniczace m.in. w komorkowej homeostazie jonow
cynku, znane sg od ponad p6t wieku i intensywnie badane przez wiele grup badawczych. Mimo
tak wielu prac naukowych wcigz rola metalotionein na poziomie komérkowym pozostaje
niejasna. Przeglad literaturowy przygotowany przez prof. Kre¢zla i prof. Maret (Chem. Rev.
2021, 121, 14594) nakresla wiele aspektow chemii, biochemii i biologii metalotionein, ktore
muszg zosta¢ wyjasnione, aby lepiej zrozumie¢ ztozono$¢ funkcji tych biatek w uktadach
biologicznych. Jednym z wielu poruszanych tematéw jest powigzanie réznych izoform
metalotionein z ich funkcjami i w odniesieniu do tego aspektu badan pojawia si¢ pytanie o ich
rolg w kontroli stg¢zenia jonéw cynku w komorce. Odpowiedz na to pytanie jest tematem
przewodnim przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej p. Sylwii Wu. Praca badawcza
p. Wu skupia si¢ na wyjasnieniu roli réznorodnosci izoform metalotionein w kontroli
homeostazy jonéw cynku w komorce i zostata zrealizowana w ramach projektu badawczego
OPUS (NCN: 2018/31/B/NZ1/00567) pt. ,,Wplyw polimorfizmu i metamorfizmu
metalotionein na komoérkowg homeostaze jonow cynku — rola zréznicowania sekwencyjnego,
strukturalnego i stabilno$ciowego” kierowanego przez prof. Artura Krezla.

Praca doktorska ma uktad klasyczny tj. sktada si¢ z takich rozdziatow jak wstep teoretyczny,
cel pracy, materialty i metody, wyniki, dyskusja wynikow, podsumowanie i bibliografia.
W sumie cata praca doktorska obejmuje 239 stron. Rozpoczyna si¢ 0d podzickowan, kolejno
umieszczono spis treSci, a nastepnie streszczenia w jezyku polskim oraz angielskim. Dalej
W pracy znajduje si¢ lista skrotow.

Pierwszy z rozdzialow pracy to wstep teoretyczny obejmujacy 54 strony i oparty na 357
pozycjach literaturowych. Jest on bardzo dobrze przygotowany i $wietnie wprowadza
w tematyke badan zwigzanych z homeostaza jonow cynku w komorce. We wprowadzeniu
Doktorantka opisata rolg jondw cynku w organizmie cztowieka oraz skutki zdrowotne zwiagzane
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Z jego niedoborem oraz nadmiarem. Kolejno zostato zdefiniowane poj¢cie wolnych jonow
cynku, ktore dalej Doktorantka wykorzystuje w swojej pracy badawczej. W dalszej czeSci
Doktorantka skupita si¢ na omowieniu najwazniejszych mechanizmow regulacji jonow cynku
w komorce. Ostatnie dwa punkty tego rozdziatu dotyczg ludzkich metalotionein oraz ich
naturalnych wariantow, ktore sa przedmiotem badan Doktorantki. Przedstawione doniesienia
literaturowe pozwalaja takze na umiejscowienie jej badan na tle dotychczas prowadzonych prac
w tym temacie a licznie przytoczone dane wskazuja na doglebng analizg tej tematyki przez
Autorke.

Nastepny rozdziat to juz cel pracy wraz z uzasadnieniem potrzeby podjecia zaplanowanych
badan. Glownym celem pracy doktorskiej Pani mgr Wu byto otrzymanie: i) czterech izoform
ludzkich metalotionein (metalotioneiny 1-4; MT1, MT2, MT3, MT4) obejmujacych rowniez
osiem subizoform MT1; ii) siedmiu ich naturalnych wariantow oraz iii) biatka MTI1HLI.
A nastepnie wykonanie doglebnej charakterystyki otrzymanych bialek w konteks$cie wigzania
jonoéw cynku. Zostalty rowniez sformutowane poszczegdlne cele badawcze, ktorych zadaniem
bylo odpowiedzenie na postawione w tej czgsci pytania. Rozdziat ten jest napisany bardzo
przejrzyscie.

Kolejny rozdziat pracy zatytulowany ,,Metody” zawiera doktadny opis przeprowadzonych
eksperymentéw. Doktorantka w tej czesci umiescita informacje o udziale innych osob
W poszczegdlnych eksperymentach, co w zadnym wypadku nie umniejsza ogromowi pracy,
ktora wykonata. Z rozdziatu tego mozna tez wyciggna¢ informacje jakimi technikami
Doktorantka postuguje si¢ w swoich badaniach naukowych. Obejmujg one m.in.:

e prowadzenie mutagenezy, wykorzystanie techniki PCR w celu otrzymania
odpowiednich plazmidow;

e prowadzenie hodowli bakteryjnej, transformacja bakterii w celu produkcji
odpowiednich biatek;

e oczyszczanie biatek z wykorzystaniem m.in. chromatografii cieczowa biatek (FPLC);

e identyfikacja biatek z wykorzystaniem spektrometrii mas ESI-QTOF; oraz oznaczanie
wysycenia jonami metali za pomoca ICP-AES,;

e pomiary spektroskopowe: spektrofotometria UV-Vis i spektrofluorymetria do pomiaru
stezen biatek, ustalania molowego wspotczynnika absorbcji, stechiometrii wigzania
badanych jonow metali; Kinetyki utleniania reszt cysteinowych, okres$leniu pozornej
statej pKa dla reszt cysteinowych oraz transferu jonow cynku.

Jest to bardzo bogaty zestaw zaawansowanych metod badawczych, a kazda z nich wymaga
dobrego przygotowania zaré6wno podczas przygotowania probek, wykonywania
eksperymentow jak i analizy otrzymanych danych. We wszystkich tych aspektach Doktorantka
wykazala si¢ duzym profesjonalizmem. Nalezy nadmieni¢, iz praca z metalotioneinami jest
niezwykle trudna ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ reszt cysteinowych z jednej strony tatwo
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ulegajagcych utlenieniu a z drugiej w formie zredukowanej koordynujagcych metale d-
elektronowe w szczegolnosci jony miedzi i cynku, ktore moga by¢ obecne w uzywanych
roztworach buforowych jako zanieczyszczenia. Doktorantka dotozyta duzych staran, aby na
kazdym etapie badan zachowa¢ odpowiednig forme biatek, co uwazam za ogromny jej sukces.

Kolejne dwa rozdzialy pracy obejmuja prezentacje wynikdw i ich dyskusje. Zakres
wykonanych prac jest bardzo duzy a rozdzielenie tych rozdziatow nieco utrudnia czytanie,
w dalszej czesci omowie zbiorczo oba rozdziaty dzielae je tematyczne zgodnie z przedmiotem
badan. Pierwszy z nich dotyczy izoform ludzkiej metalotioneiny. Niewatpliwie ogromnym
sukcesem Doktorantki byto otrzymanie wszystkich zaplanowanych biatek tj. 8 subizoform
MT1 oraz MT2, MT3 i MT4 jak i wykonanie dla nich badan poréwnawczych. Mimo, iz dla
wybranych biatek byty dostepne rézne informacje w literaturze jak do tej pory nikt nie
przedstawil poréwnania aktywnosci dla wszystkich biatek z wykorzystaniem doktadnie tej
samej procedury badawczej. Proces produkcji i oczyszczania byt wczes$niej opracowany
w Zespole prowadzonym przez prof. Krezla jednak Doktorantka musiata wprowadzi¢ zmiany
w protokotach obejmujace m.in. zmiang wartosci ODsgoo do indukcji ekspres;ji biatek, dodatku
jonoéw cynku czy pH buforu, aby otrzymaé wszystkie zaplanowane biatka a cze$¢ z nich
otrzymata po raz pierwszy, co $wiadczy o pionierskim charakterze tej pracy. Dla otrzymanej
serii izoform ludzkiej metalotioneiny Doktorantka wyznaczyta molowe wspotczynniki
absorbcji, stechiometri¢ wigzania jonow cynku oraz kadmu oraz szybko$¢ utlenienia reszt
cysteinowych. Kolejny eksperyment miat na celu wyznaczenie statych dysocjacji wigzania
jondéw cynku z wykorzystaniem sondy fluorescencyjnej ZnAF-2F. Otrzymany zestaw statych
dla miejsc wigzacych o mocnym, umiarkowanym 1 stabym powinowactwie dla wszystkich
izoform metalotionein jest unikatowy, do tej pory nie byto w literaturze danych pochodzacych
od tak licznej grupy bialek otrzymanych z wykorzystaniem tej samej metody badan. Pozwolito
to Doktorantce na dogtgbng analiz¢ m.in. roli stabych miejsc wigzania, ktore warunkuja transfer
jonow cynku do odpowiednich ligandéw i moga wskazywac na ich odmienne role w komorce.
Ciekawym eksperymentem byto zblizenie si¢ do warunkow in vitro poprzez badanie wigzana
jonéw cynku przez grupy metalotionein wspotistniejacych w uktadach komodrkowych,
0 roznym wysyceniu jonami cynku. Wskazato to na r6zne zakresy buforowania jonéw cynku
co jest niezwykle ciekawe w konteks$cie zrozumienia homeostazy jonéw cynku w roéznych
stanach patologicznych. Dalej zostata przedstawiona seria testOw majgca na celu sprawdzenie
wlasciwo$ci metalotionein jako donordéw i akceptorow jonu cynku. Zaprojektowane uktady do
badan zwieraly m.in. biatka, ktorych aktywnos¢ jest uzalezniona od dostgpnosci jondw cynku
(dehydrogenaza sorbitolu, fosfataza tyrozynowa). Zastosowanie takich uktadow pozwolito
Doktorantce na odwzorowanie sytuacji, ktora moze mie¢ miejsce w warunkach in vitro. Analiza
otrzymanych danych wykazata, iz zdolnos$¢ do transferu jonow cynku nie odzwierciedla w pelni
ich reaktywnosci i aby lepiej zrozumie¢ mechanizm transferu jonow cynku pomig¢dzy biatkami
nalezy wzia¢ pod uwage ich oddzialywanie. Uwazam to za bardzo trafne spostrzezenie. Ta
cze$¢ badan konczy analiza stechiometrii wigzania jonéw cynku przez MT4 z wykorzystaniem
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techniki ESI-MS, ktora pozwala na bezposrednie zaobserwowanie wspotistnienia biatka z
réoznym stopniem wysycenia jonami Cynku w zaleznosci od ilosci dodanych réwnowaznikow
jonu cynku. Pozwala to dodatkowo na posrednig weryfikacj¢ wyliczonych statych dysocjacji
dla wigzania jonow cynku.

Kolejne dwa zagadnienia badawcze to jest naturalne warianty ludzkich metalotionein oraz
biatkko MTIHLI nalezg do catkowicie pionierskich badan. Doktorantka uzyskata, oczyscita
I zidentyfikowata 7 naturalnych wariantow ludzkich metalotionein oraz biatko MT1HL1, ktore
do tej pory byly jedynie teoretycznie przewidywanymi biatkami na podstawie analiz
bioinformatycznych genomu cztowieka. Dla wszystkich tych biatek zostaly przeprowadzone
kompleksowe badania, pokrdtce wymienione przeze mnie w poprzednim rozdziale. Nalezy
podkresli¢, iz wszystkie zaprezentowane dane w tym rozdziale stanowig nowo$¢ naukowa
I niewatpliwie sg podstawg do napisania swietnych publikacji. Jestem przekonana, ze ukazg si¢
one W najblizszym czasie.

O dojrzatosci naukowej Doktorantki §wiadczy m. in. zamieszczenie w pracy rozdzialu 5.5
zatytutowanego ,,Analiza poréwnawcza izoform ludzkich metalotionein, ich naturalnych
wariantow, oraz biatka MTIHLI”. W rozdziale tym Doktorantka na podstawie
przeprowadzonych badan oraz danych zawartych w literaturze dokonuje analizy otrzymanych
wynikéw wskazujac rownoczes$nie jakie dodatkowe aspekty powinny zosta¢ zbadane. Tego
typu dyskusja jest bardzo cenna i wskazuje, iz Doktorantka potrafi szerzej popatrzy¢ na swoje
wyniki badan i sformutowaé ogdlne trendy. Zwazywszy na nowatorski charakter badan,
unikatowy zestaw danych na tle istniejacej literatury oraz zaawansowana dyskusj¢ rozprawa
ma duzy potencjat publikacyjny.

W czasie obrony doktorskiej prositabym Doktorantke o ustosunkowanie si¢ do ponizszych
pytan i komentarzy:
1) Rozdziat 3.3.3.6.3 opisuje test aktywnosci SDH (dehydrohenazy sorbitolu), str. 95 linia
11: czy stezenie apo-SDH nie powinno by¢ 20 nM? Prosze rowniez o wyjasnienie w jaki
sposob uzyskano dane z tego testu przedstawione na Rycinie 23. W opisie
doswiadczenia wskazano, Zze metalotioneing inkubowano z apo-SDH w rdéznych
odstepach czasowych a nastepnie przeprowadzano esej na aktywnos$é. Dla jakiego czasu
pokazano dane na Rycinie 23, jak to wygladato dla innych odstepdéw czasowych?
2) Rozdziat 4.1.4 ATP, trojfosforan oraz NTA dodawano jako chelatory nie zwigzki
utleniajace (str. 109, linia 8).
3) Czy na podstawie przeprowadzonych badan transferu jonéw cynku z metalotionein do
badanych enzymdéw mozna co$ powiedzie¢ o kinetyce tego procesu?
4) W pracy pojawia si¢ okreslenie na biatko wysycone jonami metali: zmetalizowane,
zostato uzyte rowniez okreslenie kompetytor w odniesieniu do zwigzkéw chelatujacych,
ktore wspotzawodniczyly o jony cynku w obecnosci wysyconej tym metalem
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metalotioneiny. Czy wczesniej te okreSlenia byly juz wykorzystywane w jezyku
polskim czy sg one wprowadzone po raz pierwszy?

5) Czy Doktorantka mogtaby przedstawi¢ kierunki dalszych badan, ktére mogtyby
stanowi¢ kontynuacj¢ prac badawczych ujetych w pracy doktorskiej?

6) Czy w literaturze mozna znalez¢ informacje o biatkach oddziatywujacych
z metalotioneinami i czy co$ wiadomo o sile takiego oddziatywania?

Podsumowujac, przedstawione w pracy dane, ich analiza i interpretacja sa na najwyzszym
poziomie i jestem pewna, ze wielu badaczy z nich skorzysta w przysziosci po ich
opublikowaniu. W pracy doktorskiej zostal zaprezentowany bardzo spdjny zestaw metod
badawczych, co pozwolito Doktorantce na otrzymanie danych dla réznych uktadow, ktore
mozna ze sobg poréwnac i dzigki przeprowadzeniu badan dla tak licznych uktadéw byto
mozliwe wyciagniecie wielu wnioskow ogolnych, ale tez wskazanie dalszego kierunku badan.
Uwazam to za ogromny sukces Doktorantki. Wykazata si¢ ona duzym profesjonalizmem i
dojrzato$cig naukows.

W kolejnym rozdziale zostalo umieszczone podsumowanie, ktore w sposob zwigzly, ale

jednoczesnie dokladny przedstawia najwazniejsze wnioski wyciagnigte z przeprowadzonych
badan.

Ostatnia czes¢ doktoratu to bibliografia obejmujaca 401 pozycji.

Podsumowujac moja oceng rozprawy doktorskiej Pani mgr Sylwii Wu chciatabym podkresli¢
wysoki poziom merytoryczny przeprowadzonych badan. Duza cze$¢ badan, ktore
przeprowadzita Doktorantka niewatpliwie mozna uznaé za pionierskie. Nalezy podkresli¢, iz
przygotowana rozprawa doktorska oprocz ogromnej ilosci danych eksperymentalnych
obejmuje réwniez ich doglebng analiz¢ i dyskusj¢ na tle istniejgcej literatury, co dobitnie
pokazuje ich wysoka wartos¢ i unikatowos¢. Praca ta niewatpliwie zastuguje na wyrdznienie.

Janizej podpisana stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Sylwii
Wu stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, potwierdzajac wiedze oraz
umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia badan naukowych przez Doktorantke, zatem speinia
wymagania stawiane pracom doktorskim okre$lone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
— Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz. U. z 2023 r., poz. 742, z p6zn. zm.). Wnosz¢
wigc do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego
0 dopuszczenie Pani mgr Sylwii Wu do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto,
Z uwagi na wysoka warto$¢ merytoryczng uzyskanych wynikodw, omowiong przeze mnie we
wczesniejszej czgsci recenzji oraz ich duza warto$¢ publikacyjng, Stawiam wniosek do
Wysokiej Rady o wyrdznienie rozprawy.
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