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Ocena pracy doktorskiej mgr. Igora Obuchowskiego zatytutowanej:
,Small heat shock proteins IbpA and IbpB cooperate in sequestration of misfolded substrates

to promote their refolding”

Utrzymanie homeostazy biatkowej jest kluczowe dla prawidtowego funkcjonowania komorki i rozwoju
organizmu. Biatka nieprawidtowo zwinigte wykazujg silng tendencje do agregacji, co moze prowadzi¢ do
tworzenia toksycznych agregatéw i rozwoju licznych choréb, w tym choréb neurodegeneracyjnych. Dlatego
badanie mechanizméw proteostazy dostarcza odpowiedzi na intrygujgce pytanie, jak mozliwe jest
utrzymanie w zatfoczonym wnetrzu komérki licznych natywnie zwinietych biatek, a takze przyczynia sig do

rozwoju nowych terapii.

Praca doktorska mgr. Igora Obuchowskiego dotyczy wczesnych etapéw ochrony komérki bakteryjnej przed
spontaniczng agregacjg biatek. Funkcja ta jest spetniana przez mate biatka szoku cieplnego (sHSPs).
W odrdéznieniu od szczegdtowo poznanych biatek opiekuriczych Hsp70 i Hsp100, aktywnos$¢ biatek sHSP nie
zalezy od ATP. Wiekszoé¢ y-protobakterii posiada tylko jedno biatko sHSP, zwane IbpA, a tylko niektore
posiadajg dwa biatka IbpA oraz lbpB, ktére powstaty w wyniku duplikacji genu sHSP. Gtéwne wyniki
uzyskane w doktoracie dostarczajg odpowiedzi na pytane o znaczenie dwusktadnikowego systemu
lbpA/lbpB poprzez poréwnanie go z jednosktadnikowym systemem IbpA. Praca zostata zrealizowana
w zespole Profesora Liberka, wybitnego specjalisty od biochemii, biologii komdrkowe;

i biologii molekularnej biatek opiekunczych.

Oceniana rozprawa doktorska zostata napisana po angielsku i liczy 84 strony. Manuskrypt podzielony jest na
klasyczne rozdziaty: Introduction, Aim of the Project, Materials, Methods, Results, Discussion,. Ponadto,
autor zatacza liste stosowanych skrotdéw, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, spis cytowanej

literatury oraz dwa rysunki uzupetniajgce.

Rozdziat Introduction zestawia wszystkie informacje potrzebne do zrozumienia rozprawy. S3 tu zawarte
dane o mechanizmie formowania agregatéw biatkowych, roli biatek opiekuiczych, Hsp70 i Hsp100,
w zapobieganiu agregacji. Jest takze obszerne oméwienie matych biatek opiekuriczych z uwzglgdnieniem ich
struktury, mechanizmu oddzialywania z rozwinigtymi substratami biatkowymi oraz ochrony biatek

enzymatycznych. Doktorant zestawia takze pewne nietypowe aktywnosci bakteryjnych biatek sHSP. Dla



zrozumienia doktoratu istotny jest ostatni rozdziat, w ktérym autor, cytujac prace zespotu Profesora Liberka
z EMBO J., przedstawia model wspétdziatania systemu sHSP z systemem Hsp70/Hsp100 w dezagregacji
biatek. W kontekscie tego modelu wyjasnienie na poziomie biochemicznym wspdtzaleznosci biatek IbpA
i IbpB E. coli poprzez poréwnanie z systemami posiadajgcymi tylko jedno biatko sHSP jest dobrze

uzasadnione.

Doktorant rozpoczat badania od analizy filogenetycznej biatek sHSP. Na podstawie uzyskanych danych
doktorant wybrat trzy systemy bakteryjne: z Vibrio harveyi (pojedyncze biatko IbpA), E. coli (obecne biatka
IbpA i lbpB) ora Erwinia amylovora (obecne tyiko biatko IbpA, biatko IbpB zostato ewolucyjnie utracone).
Stosujac testy biochemiczne (test dezagregacji lucyferazy) i biofizyczne (analiza statycznego i dynamicznego
rozproszenia $wiatta, pomiary sedymentacji, eksperymenty interferencji biowarstwowej), autor
zaproponowat mechanizm funkcjonowania obu biatek IbpA i IbpB. Oba biatka wykazujg odmienng
charakterystyke biochemiczng. Podczas gdy lbpA zdolne jest do tworzenia stabilnych komplekséw
z rozwinietym substratem biatkowym, IbpB stabo oddziatuje z rozwinigtymi biatkami, nie tworzgc stabilnych
komplekséw. Natomiast wtaczane jest ono do komplekséw [lbpA - rozwinigte biatko] poprzez
oddziatywanie z IbpA w tych kompleksach. Oddziatywanie biatek IbpA i IbpB utatwia ich dysocjacje¢ w czasie
nastepujgcego potem wigzania Hsp70. Dzigki temu obecnos$¢ IbpB jest wysoce korzystna i zmniejsza
zapotrzebowanie komérki na Hsp70 w warunkach siinego i dtugotrwatego stresu. Co wiecej, dla pewnej
grupy biatek obecno$¢ obu biatek sHSP jest wymagana do tworzenia kompleksu z substratem biatkowym,

jak doktorant pokazat dla dehydrogenazy jabtczanowej.

Praca doktorska mgr. Obuchowskiego stanowi dojrzate opracowanie naukowe,
a prezentowane dane stanowig istotny wklad w nauke. Praca jest napisana poprawng angielszczyzng
i estetycznie zilustrowana. Liczba btedéw interpunkcyjnych, czy tzw. literéwek jest mata. Rozdziat Discussion
jest wnikliwy, nie stanowi prostego powielenia tresci zawartych we wczesniejszych rozdziatach, a raczej

w interesujgcy sposob analizuje i interpretuje uzyskane wyniki.

Moje drobne uwagi:

- pierwsza strona rozdziatu Streszczenie:

»duze powinowactwo”, lepiej ,wysokie powinowactwo”;
,staba zdolno$¢”, lepiej ,obnizona zdolno$¢”;

- str. 15: Kon/Korr— state szybkosci zapisujemy uzywajac matej litery ,k”,



- str. 12: , The lower the energy of the folder state the more stable it is and the harsher conditions it can
persist through.” Problem w rzeczywistosci jest duzo bardziej ztozony, gdyz tzw. krzywe stabilnosci biatek
(zalezno$¢ zmiany swobodnej entalpii denaturacji od temperatury) majg réine przebiegi, zaleznie od
bardziej podstawowych funkcji termodynamicznych (AH, AS i przede wszystkim AC,). Najogdlniej: zalezg
one od wielkosci powierzchni hydrofobowej eksponowanej do roztworu w wyniku denaturacji i wielkosci
biatka. Dlatego nie ma prostej zaleznosci miedzy AG stabilnosci w temperaturze, powiedzmy, pokojowej,
a odpornoscig na podwyzszong temperature, czy inne czynniki denaturujgce. Problemem zajmowat sie
whikliwie P. Privalov i odsytam do jego swietnych prac.

- str. 18: ,Bacterial sHSPs being the main topic of this dissertation, | decided to introduce their functions...”,

zdanie wadliwe syntaktycznie.

- prositbym o wyjasnienie w czasie obrony doktoratu systemu cytowania (zaréwno w spisie literatury, jak

i w tekscie) stosowanego przez doktoranta. Wydaje sie on niejednolity.

Warto podkresli¢, ze jak wynika z danych Web of Science na dzier 8 wrzesnia, wyniki doktoratu zostaty
opublikowane w postaci dwdch prac: przegladowej (Cell Stress & Chaperones) oraz do$wiadczalnej (PLOS
Genetics). Ponadto doktorant jest wspoétautorem dwdch innych prac zamieszczonych w prestizowych
czasopismach J. Mol. Biol. i EMBO J. Ta ostatnia publikacja stanowita punkt wyjscia dla ocenianego

doktoratu.

Podsumowujgc, moja ocena przedtozonej do recenzji pracy doktorskiej mgr. Igora Obuchowskiego
zatytutowanej: ,Small heat shock proteins IbpA and lbpB cooperate in sequestration of misfolded
substrates to promote their refolding” jest wysoce pozytywna, a rozprawa spetnia warunki ujete w art. 13
ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym z 2003 r. Wnosze o dopuszczenie przez Rade Dyscypliny
Nauki Biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego mgr. Obuchowskiego do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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