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RECENZIA

rozprawy doktorskiej mgr Sylwii Wu

pt.: ,,Rola zréznicowania sekwencyjnego ludzkich metalotionein w komérkowej homeostazie
jonéw” wykonanej w Zaktadzie Chemii Biologicznej na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Artura Krezela

Metalotioneiny (MT) to niskoczgsteczkowe, wewngtrzkomérkowe biatka o niezwykle wysokiej
zawartosci reszt cysteiny, ktére odgrywajg fundamentalng role w homeostazie metali, ochronie
przed stresem oksydacyjnym oraz detoksykacji organizmu z metali ciezkich takich jak kadm, rtec¢ czy
otéw. Od momentu ich odkrycia w 1957 roku przez Margoshesa i Vallee’a w nerce konia,
metalotioneiny staty sie przedmiotem intensywnych badan w dziedzinie biologii komdrkowe;j,
toksykologii i onkologii. Ich zdolnos¢ do selektywnego wigzania jondw metali, w tym cynku (Zn?*),
ktéry jest niezbedny do prawidtowego funkcjonowania licznych enzymdéw i czynnikdéw
transkrypcyjnych, podkresla ich znaczenie w fizjologii cztowieka. W organizmach ssakéw wyrdzniono
cztery gtéwne izoformy MT (MT1 do MT4), oraz kilka subizoform w obrebie MT1, MT2 oraz MT3, z
ktorych kazda wykazuje unikalny wzoér ekspresji tkankowej oraz odmienne wtasciwosci biologiczne.
Sekwencje aminokwasowe tych izoform rdznig sie dtugoscig, obecnoscig specyficznych reszt (np.
treoniny lub glutaminianu), a takze rozmieszczeniem motywow cysteinowych typu Cys-Cys i Cys-X-
Cys, ktore decydujg o architekturze domen koordynacyjnych. Zréznicowanie sekwencyjne MT ma
bezposredni wptyw na ich powinowactwo do metali, stabilno$¢ termodynamiczng oraz zdolnos¢ do
reagowania na czynniki stresowe, co w konsekwencji przektada sie na ich funkcje fizjologiczne i
patologiczne, m.in. w kontekscie nowotworzenia. Badania nad zréznicowaniem sekwencyjnym
metalotionein sg istotne nie tylko z punktu widzenia podstawowej wiedzy biochemicznej, ale takze
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ze wzgledu na ich potencjalne znaczenie kliniczne. Zmiany sekwencji mogg bowiem modyfikowac
zdolnos$¢ MT do wigzania metali toksycznych, takich jak Cd?*, a tym samym wptywac na skuteczno$é
ochrony komorki przed ich cytotoksycznosciag. Ponadto, zidentyfikowanie sekwencyjnych
determinant struktury i funkcji MT moze postuzy¢ jako baza do opracowania biomarkeréw
ekspozycji na metale ciezkie lub nawet celdw terapeutycznych w chorobach zaleznych od stresu
oksydacyjnego czy zaburzen homeostazy cynku. Zwazywszy na powyzsze, niezwykle istotne jest
prowadzenie szczegétowych analiz porédwnawczych izoform metalotionein, ich struktury
przestrzennej oraz wtasciwosci funkcjonalnych. Poznanie molekularnych podstaw réznorodnosci
tych biatek moze przyczynié¢ sie do lepszego zrozumienia ich biologicznej roli i otworzy¢ nowe
kierunki badan translacyjnych. To wtasnie byto motywacjg dla mgr Sylwii Wu do pracy nad tg grupa
biatek.

Rozprawa doktorska zostata wykonana pod opiekg prof. dr hab. Artura Krezela na Wydziale
Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego w ramach realizacji projektu OPUS NCN. Profesor
Krezel, od lat zajmujgcy sie badaniami nad interakcjami metali z biatkami, jest bez watpienia jednym
z czotowych specjalistéw w tej dziedzinie na $wiecie. Doktorantka miata wiec nie tylko okazje
pracowac pod opieka wybitnego naukowca, ale tez — jak sama trafnie i z humorem zauwazyta —
wspodlnie z nim doptyngé¢ do brzegu rozprawy doktorskiej. Cho¢ momentami ptyniecie odbywato sie
pod prad, a fale eksperymentalnych niespodzianek nie omijaty ich fodzi, to jednak dzieki
cierpliwemu sterowi promotora kurs zostat utrzymany — i zakonczyt sie, w mojej opinii, petnym
sukcesem.

Catos¢ dysertacji liczy 238 stron maszynopisu i obejmuje siedem gtéwnych rozdziatéw: wstep
teoretyczny, cel pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusje wynikéw, podsumowanie oraz
literature. Rozdziaty te poprzedza streszczenie oraz przydatny wykaz skrétéw. Bibliografia obejmuje
az 401 pozycji, co swiadczy o doskonatym przygotowaniu teoretycznym doktorantki. W pracy
zawarta szereg kolorowych ilustracji, tabel i widm, ktére znaczaco utatwiajg zrozumienie i
interpretacje przedstawionych wynikéw. Praca ma klasyczny uktad charakterystyczny dla rozpraw z
dziedziny nauk Scistych i przyrodniczych i zostata napisana w jezyku polskim w sposéb niezwykle
staranny i klarowny. Na uwage zastugujg rowniez podziekowania, ktore wskazujg, ze Doktorantka
potrafi nie tylko prowadzi¢ skomplikowane eksperymenty, ale réwniez budowaé trwate i petne
szacunku relacje — zaréwno w sSrodowisku naukowym, jak i poza nim.

Mgr Sylwia Wu na poczatku swojej pracy przedstawita w sposéb mozliwie syntetyczny i
uporzadkowany informacje dotyczgce biologicznej i fizjologicznej roli jondw cynku (Zn?*) w
organizmie cztowieka. W rozdziale tym omoéwita zaréwno znaczenie cynku jako pierwiastka
niezbednego do zycia, jak i skutki jego niedoboru oraz nadmiaru. Z duzg doktadnoscig opisata
mechanizmy utrzymywania homeostazy Zn?* na poziomie komérkowym, w tym role transporterow,
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cynkosoméw oraz biatek zaleznych od cynku. Szczegdlne miejsce we wstepie poswiecita
metalotioneinom — biatkom regulujgcym dostepnosé jondw Zn** w komorce. Autorka przedstawita
ich klasyfikacje, strukture oraz funkcje fizjologiczne, a takze doktadnie omdwita proces wigzania
jonéw cynku do ludzkich metalotionein. Na uwage zastuguje réwniez rozdziat poswiecony
naturalnym wariantom tych biatek, w ktérym mgr Wu przeanalizowata zaréwno ekspresje genéw
metalotionein, jak i znaczenie polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP) w kontekscie
zmiennosci sekwencyjnej ludzkich izoform MT. Wstep teoretyczny pracy doktorskiej jest wrecz
natadowany ogromng dawkg wiedzy — witasciwie kazde zdanie wymagato uwaznej lektury i
skupienia. Jako recenzentka z duzym uznaniem odnotowatam umiejetne wplatanie watkéw
historycznych, takich jak chronologia odkry¢ biatek zaleznych od cynku czy rozwéj wiedzy na temat
samych metalotionein. Tego typu wtrgcenia nie tylko uatrakcyjniajg tekst, ale réwniez swiadczg o
szerokim horyzoncie naukowym i duzej dojrzatosci Autorki. Musze szczerze przyzna¢, ze podczas
lektury wstepu nie udato mi sie ,,doptyngé do brzegu” za jednym razem — miejscami przypominato
to bardziej rejs wymagajacy licznych postojéw i nawigowania w gestej mgle informacji. Po lekturze
tej czesdci pracy doktorskiej nasunety mi sie drobne uwagi: (i) Zgodnie z wytycznymi IUPAC,
oznaczenia N-koniec i C-koniec powinny by¢ zapisywane z uzyciem kursywy dla liter N i C (N-koniec,
C-koniec); (ii) W tekscie pojawia sie niekonsekwencja w zapisie nazwy "cis-platyna" — raz z
tacznikiem, innym razem jako jedno stowo. Ktéra forma jest zgodna z obowigzujgcymi normami? (iii)
W tabeli 7 przedstawiono udokumentowane korelacje miedzy wystepowaniem okreslonych
polimorfizméw a stanami patologicznymi i chorobami. Czy jednak obecno$é¢ tych form
polimorficznych biatek jest jedyng przyczyng wymienionych schorzeni?

Po obszernym wstepie literaturowym Doktorantka sformutowata hipoteze badawczg oraz cel
swojej pracy doktorskiej. Zatozyta, ze zréznicowanie sekwencyjne ludzkich metalotionein wptywa na
ich wiasciwosci biofizykochemiczne, w tym powinowactwo do jonédw Zn?**. Celem pracy byta ich
kompleksowa charakterystyka poréwnawcza z zastosowaniem ujednoliconych technik
eksperymentainych.

Kolejny rozdziat pracy, zatytutowany ,, Materiaty i metody”, zostat przez Doktorantke opracowany
z duzg starannoscig i szczegdétowoscia — obejmuje ponad 30! podrozdziatéw, co dobrze
odzwierciedla ztozonos¢ i interdyscyplinarny charakter prowadzonych badan. Mgr Sylwia Wu
zastosowata szeroki wachlarz nowoczesnych technik eksperymentalnych, niezbednych do
otrzymywania, oczyszczania oraz charakterystyki biofizykochemicznej metalotionein, ich
naturalnych wariantéow oraz biatka MT1HL1. W swojej pracy zastosowata nastepujgce techniki: (i)
techniki inzynierii genetycznej i biologii molekularnej; (ii) procedury oczyszczania i rekonstytucji
biatek, umozliwiajgce uzyskanie funkcjonalnych metalotionein oraz ich form wigzacych jony metali;
(iii) metody spektrofotometryczne i spektrofluorymetryczne, wykorzystywane do oznaczania
stezenia biatek, analizy powinowactwa do jondw metali (Zn?*, Cd?*), badania transferu jondw oraz
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lokalizacji miejsc wigzania o zréznicowanym powinowactwie; (iv) analiza wtasciwosci chemicznych
reszt cysteinowych, w tym oznaczanie pKa, kinetyki utleniania i reaktywnosci grup tiolowych; (v)
badania funkcjonalne, polegajace na analizie zdolnosci badanych metalotionein do buforowania
jonéw Zn?* oraz transferu tych jondéw do biologicznych akceptoréw, w tym biatek enzymatycznych.
Wszystkie zastosowane techniki zostaty opisane w sposdb przejrzysty i doktadny, dzieki czemu
rozdziat ten moze stanowi¢ cenne Zrddto wiedzy i gotowych procedur dla innych badaczy
zajmujgcych sie biatkami metalowigzacymi. Zastosowanie spdjnych i powtarzalnych metod dla
wszystkich  analizowanych biatek dodatkowo podkresla wysokg jakos¢ warsztatu
eksperymentalnego Autorki i doskonale koresponduj z celem pracy doktorskiej. Do rozdziatu
»Materiaty i metody” mam jedynie dwie drobne uwagi: (i) W tabeli 11 przedstawiono sekwencje
aminokwasowe badanych biatek. Warto bytoby uzupetni¢ jg o informacje, ile doktadnie reszt
aminokwasowych liczy kazde z biatek oraz podac ich masy czgsteczkowg lub molowg — dane te
utatwityby szybkie poréwnanie analizowanych izoform i wariantéw; (ii) W podrozdziale 3.3.1.3
opisano modyfikacje N-konca jednego oraz C-konica drugiego z peptyddw. Wskazane bytoby krotkie
wyjasnienie, z czego wynikata potrzeba takiej modyfikacji.

Nastepny gtéwny rozdziat rozprawy doktorskiej zostat zatytutowany ,Wyniki” i zostat przez
Doktorantke podzielony na trzy zasadnicze czesci, odpowiadajgce gtéwnym obszarom jej badan. W
pierwszej czesci Doktorantka skupita sie na charakterystyce izoform ludzkich metalotionein (MT).
Otrzymata wszystkie znane izoformy, a dzieki zastosowaniu spdjnej metodologii poréwnata je pod
wzgledem wtasciwosci biofizykochemicznych. Wykazata, ze kazda z izoform posiada siedem miejsc
wigzania jondw Zn?* o zréznicowanym powinowactwie, a takze rdzni sie pod wzgledem wtasciwosci
buforujacych. Pani Sylwia Wu dowiodfa réwniez, ze izoformy réznia sie sposobem wigzania jonéw
cynku, co sugeruje ich komplementarne funkcje w regulacji poziomu Zn** w komorkach.
Przeprowadzone przz doktorantke badania transferu jonédw oraz interakcji z réznymi ligandami
jednoznacznie potwierdzity istotng role metalotionein w utrzymywaniu homeostazy jondéw cynku i
ich dynamicznej dostepnosci. W drugiej czesci pracy Doktorantka zajeta sie naturalnymi wariantami
izoform metalotionein (nwMT), ktére powstajg w wyniku pojedynczych zmian aminokwasowych.
Przeprowadzone przez nig analizy pozwolity jej wykazaé, ze takie zmiany majg istotny wptyw na
stabilnosc¢ i reaktywnosc badanych biatek. Szczegdlnie interesujgce byty wyniki dotyczace izoformy
MT4, dla ktérej udokumentowata duze réznice w stabilnosci i reaktywnosci w porédwnaniu z
pozostatymi formami. Dzieki temu Kandydatka wskazata, ze zréznicowanie sekwencyjne nawet na
poziomie jednej reszty aminokwasowej moze mie¢ znaczgce konsekwencje funkcjonalne. W
ostatniej czesci rozdziatu Autorka podjeta sie charakterystyki biatka MT1HL1, dotychczas
nieopisanego w tak szerokim zakresie. Udato jej sie wykaza¢ wysokie podobienstwo tego biatka do
klasycznych metalotionein, zarowno w zakresie wtasciwosci biofizycznych, jak i zdolnosci wigzania
jondw Zn?*. Na tej podstawie zasugerowata, ze MT1HL1 moze zosta¢ uznane za kolejng izoforme
ludzkich metalotionein. Ponadto, w oparciu o uzyskane wyniki, Doktorantka podkreslita potrzebe
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dalszej, pogtebionej charakterystyki zarowno MT1HL1, jak i innych mniej zbadanych izoform (np.
MT3 i MT4) w warunkach jak najlepiej odzwierciedlajgcych fizjologie komdrkowq. Po lekturze
rozdziatu zatytutowanego ,Wyniki” nasunety mi sie nastepujgce pytania: (i) Jakie znaczenie
biologiczne, zdaniem Doktorantki, majg réznice w liczbie i rodzaju miejsc wigzania Zn** w réznych
izoformach MT? (ii) W jakim stopniu badania transferu jonéw Zn?* in vitro mozna przetozy¢ na
warunki panujgce w zywej komorce? (iii) W jakim stopniu naturalne warianty MT moga wptywac na
réznice indywidualne w odpowiedzi organizmu na stres oksydacyjny lub toksycznos¢ metali
ciezkich? (iv) Na str. 107 Doktorantka napisata, ze , krzywa nie przybiera obtego ksztattu”, ale ja nie
zauwazytam zeby krzywa nie przybierata obtego ksztattu; (v) Str. 131 — dlaczego nie zostaty uzyte
konkurujace ligandy?

Rozdziat ,,Dyskusja wynikéw” zostat opracowany przez Doktorantke z ogromng starannoscig i
imponujgcy szczegdtowoscig. Zawarta w nim szerokg analize wszystkich przeprowadzonych badan -
od otrzymywania i oczyszczania metalotionein, przez ich charakterystyke biofizykochemiczng, az po
analize powinowactwa do jonéw Zn?*, reaktywnosci, wtasciwosci buforujgcych i zdolnosci do
transferu jonéw. Doktorantka wnikliwie omdéwita réznice miedzy izoformami, uwzgledniajac liczbe
miejsc wigzania Zn?*, ich zréznicowane powinowactwo oraz formy zmetalizowane. W pracy po raz
pierwszy zestawita i poréwnata wszystkie izoformy ludzkich metalotionein przy zastosowaniu
spdjnej metodologii, co umozliwito rzeczywiscie wiarygodng analize poréwnawczg. Musze jednak
przyznaé, ze w przypadku tego rozdziatu doptyniecie do brzegu zajeto mi nieco wiecej czasu niz
zazwyczaj — kilkukrotnie musiatam zawracac¢ do portu, by ponownie wyptyngé na szerokie wody tej
niezwykle bogatej tresci. Dyskusje sg bardzo obszerne, miejscami wrecz drobiazgowe, co z jednej
strony Swiadczy o dojrzatosci naukowej Doktorantki i jej doskonatej orientacji w temacie, ale z
drugiej strony sprawia, ze lektura tej czesci pracy jest wymagajgca. Uwazam, ze rozdziat ten mégtby
by¢ nieco bardziej skondensowany — z zachowaniem warto$ci merytorycznej, ale z pewnym
utatwieniem dla czytelnika. Po lekturze tej czesci pracy nasunety mi sie nastepujgce pytania: (i)
Biatka MT sg stosunkowo mate, liczace okoto 65 reszt aminokwasowych. Takie biatka mozna obecnie
syntetyzowac chemicznie. Czy podjeto juz probe ich syntezy w warunkach eksperymentalnych? (ii)
W kontekscie tego, co zostato napisane na stronie 167, jakie mogtyby by¢ hipotetyczne przyczyny
toksycznosci tych biatek dla komadrek bakterii, jesli zatozymy, ze mogtyby one wptywaé na funkcje
komodrkowe? (iii) Czy istnieje mozliwos¢ skorelowania odmiennego zachowania biatka MT4, ktdre
osigga punkt wysycenia bardzo wczesnie, z jego szczegdlnymi witasciwosciami biologicznymi lub
lokalizacjg w komérce?

Reasumujgc, uwazam, ze tematyka recenzowanej pracy doktorskiej jest bardzo interesujaca,
cze$¢ doswiadczalna pracy doktorskiej zostata doskonale zaplanowana, wyniki zinterpretowane
poprawnie. Warto wspomnie¢, ze Doktorantka jest wspdtautorkg czterech publikacji
opublikowanych w prestizowych czasopismach z listy JCR. Uwazam, ze cele pracy zostaty w petni
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zrealizowane. Rozprawa mgr Sylwii Wu zawiera bogaty, solidny i wartosciowy materiat
doswiadczalny. Czytajac rozprawe mozna zauwazy¢ ogrom pracy Doktorantki jaka witozyta w
realizacje pracy oraz w interpretacje i dyskusje wynikow. Mgr Wu wykazata sie umiejetnosciami
prowadzenia badain w swojej dziedzinie oraz przygotowata rozprawe, ktéra wnosi nowg wartosé
naukowa. Biorgc pod uwage powyzsze fakty, stwierdzam, ze przedtozona do oceny rozprawa spetnia
ustawowe i zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z wymaganiami artykutu
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2022 r. poz. 574
z poin. zm.). W tym odniesieniu wnosze do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgr Sylwii Wu do dalszych etapéw postepowania o
nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

gf&%w Mowilo
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