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Tematyka badawcza

Recenzowana praca doktorska przedstawia wyniki badan prowadzonych w zakresie biochemii
i biologii molekularnej. Punktem wyjscia pracy jest defosforylacja biatek — reakcja enzymatyczna
polegajaca na odcieciu od czasteczki biatka grupy fosforanowej, bedaca jedna z wazniejszych
strategii regulacyjnych metabolizmu. Defosforylacja jest reakcja przeciwstawna do fosforylacii, czyli
przylaczenia reszty fosforanowej do zwigzku chemicznego. Defosforylacja odbywa sie w wyniku
dziatania fosfataz biatkowych, natomiast za fosforylacje odpowiadajg kinazy biatkowe. Fosfatazy
i kinazy to enzymy wytwarzane w organizmach roslinnych i zwierzecych. Dziatajg w celu
modulowania aktywnosci biatlek w komorce, czesto w odpowiedzi na bodice zewnetrzne.
Ze wzgledu na duzy potencjat tych zwigzkéw chemicznych w naukach stosowanych, na przyktad
w diagnostyce klinicznej (choroby watroby, kosci, drég zétciowych, etc.) czy biotechnologii
(zastosowania w rolnictwie), sg one czestym przedmiotem badan naukowych. Niniejsza praca skupia
sie na fosfatazie ABI1 i jej homologach, ktére w organizmach roélinnych kontrolujg odpowiedz na
stresy $rodowiskowe, a zatem moga by¢ narzedziem do manipulacji odpowiedzig na szkodliwe
warunki, np. okresy suszy. Na fosfatazy biatkowe mozna oddziatywa¢ wyhamowujac ich aktywnos¢
poprzez przytgczanie zwigzkéw chemicznych bedacych inhibitorami fosfatazowymi. Znanych jest
kilka czasteczek spetniajgcych funkcje inhibitora fosfataz PP2C w komdrkach u ssakéw (np. chlorek
alkaloidu sanguinarine, evans blue). Jak dotad jednak nie zidentyfikowano Zadnego silnego

chemicznego inhibitora fosfataz biatkowych z rodziny PP2C u roslin. Autor niniejszej pracy podijat to



wyzwanie i przeprowadzit obszerne badania interdyscyplinarne aby wyselekcjonowa¢ potencjalne

inhibitory aktywnosci enzymatycznej ABI1.

Zakres pracy i wkiad autora

W pracy doktorskiej, mgr inz. Maciej Janicki zajat sie poszukiwaniem matoczasteczkowych zwigzkéw
chemicznych petnigcych funkcje inhibitoréow fosfatazy biatkowej ABI1, ktéra jest negatywnym
regulatorem sygnalizacji kwasu abscysynowego (ABA). W drodze do realizacji zatozonego celu, autor
przeprowadzit komplementarne badania in silico oraz in vitro. Przeszukat bazy danych zwigzkow
chemicznych (baze ZINC, archiwum Protein Data Bank oraz biblioteki ligandéw pochodzace od
trzech dostawcéw: ChembDiv, Assinex, Chembridge) aby wybra¢ potencjalne inhibitory. Dla
wszystkich kandydatéw przeprowadzit eksperymenty obliczeniowe z uiyciem modelowania
molekularnego — w tym dokowania molekularnego, mechaniki molekularnej metodg pola
powierzchni Borna, metoda fragmentarycznych orbitali molekularnych, symulacji dynamiki
molekularnej — aby zbada¢ aktywnos¢ fosfatazowg biatka ABI1 w obecnosci wybranych zwigzkéw
chemicznych i zidentyfikowaé najlepiej rokujgce ligandy. W tej czesci badan autor korzystat przede
wszystkim z oprogramowania Surflex-Dock, Glide, Prime, Desmond, GAMESS oraz Facio.
Na podstawie analizy aktywnosci enzymatycznej w obrebie rodziny PPP (PP1i PP2A), mgrinz. Maciej
Janicki wykazat wystepowanie niewielkiego efektu hamowania aktywnosci fosfatazowej dia dwéch
zwigzkéw chemicznych (ZINC05273880 oraz ZINC59151964) i postawit hipoteze o ich selektywnosci
w obrebie fosfataz serynowo-treoninowych. Potwierdzit réwniez efekt inhibicji dla biatek ABI1 i ABI2
(wystepujacych na podobnym poziomie) oraz dla PPH1 (znaczaco mniejszy). Przeprowadzit
eksperymenty in vitro w celu potwierdzenia hipotezy o skutecznym hamowaniu fosfatazy ABI1 przez
zwigzki matoczgsteczkowe. Wykonat szereg badan aby ustali¢ orientacje wigzania wybranych
zwigzkow chemicznych do fosfatazy ABI1. Udowodnit, ze skuteczny inhibitor oddziatuje w miejscu
wigzania receptora ABA do fosfatazy typu 2C z grupy A, jak réwniez w miejscu aktywnym, ktére

odpowiada za wigzanie substratu.

Ocena strony merytorycznej

Rozprawa doktorska liczy 147 stron maszynopisu. Sktada sie z szesciu rozdziatéw, suplementu
i bibliografii zawierajacej 163 pozycje literaturowe. Dodatkowo autor dotaczyt krotkie streszczenie
w jezyku angielskim i polskim, liste publikacji, ktorych jest wspdtautorem oraz informacje

o projektach badawczych i Zrédtach finansowania badan. Tekst opatrzony jest 52 ilustracjami,



zawiera 14 tabel z danymi numerycznymi. W pracy umieszczono réwniez objasnienia skrétow, spis

ilustracji oraz wykaz tabel.

Rozdziat 1 wprowadza czytelnika w tematyke pracy doktorskiej. Autor przedstawia budowe i funkcje
enzymoOw, jakimi s3 fosfatazy biatkowe. Pokazuje ich podziat ze wzgledu na specyficznosc¢
defosforylowanego substratu. Charakteryzuje fosfatazy typu PPP, ktére s3 odpowiedzialne za
znakomita wiekszos¢ (ok. 90%) defosforylacji biatek w komérkach organizméw eukariotycznych.
W oddzielnym podrozdziale autor skupia sie na enzymach z rodziny PP2C, ktérych dotyczy tematyka
pracy doktorskiej. Rodzina PP2C u Arabidopsis liczy 76 reprezentantéw, ktérych na podstawie
wiasciwosci sekwencgji i struktury subdomen podzielono na 10 grup. Fosfatazy z grupy A, bedace
w centrum zainteresowan badawczych autora pracy, regulujg szlak sygnalizacyjny ABA (kwasu
abscysynowego). Do tej grupy nalezy fosfataza biatkowa ABI1 (ABA intensive 1), ktérej struktura
i funkcja zostaty szczegétowo scharakteryzowane w dalszej czesci Rozdziatu 1.1. Kwas abscysynowy
jest przedmiotem podrozdziatu 1.2. Autor omawia jego strukture i znaczenie w procesach
biologicznych. Szczegdtowo przedstawia w jaki sposéb dziata mechanizm hamowania fosfatazy ABI1
za pomocg ABA. Opisuje analogi strukturalne oraz pochodne ABA, ktére mogg nasladowac dziatanie
tego fitohormonu i hamowac aktywnos¢ fosfatazy (chemiczne zwigzki agonistyczne) lub wykazywacé
dziatanie przeciwne (zwigzki antagonistyczne). Na koncu Rozdzialu 1 wymienione s3
i scharakteryzowane najbardziej znane inhibitory fosfataz PPP.

Podczas czytania Rozdziatu 1 nasunefo mi sie jedno pytanie. Omawiajac strukture ABI1 autor
wspomina o jej podobienstwie do wybranych homologéw — ludzkiej fosfatazy PP2Ca oraz ABI2,
HAB1 i PPH1 z Arabidopsis. Nie podano tu jednak explicite jaki program zostat wykorzystany do
natozenia struktur i wyznaczenia wartos$ci RMSD. Byloby wtasciwe, aby uzupetni¢ te informacje.
W réiznych programach komputerowych zaimplementowane sa rézne algorytmy do wyznaczania

RMSD, ktére dla tych samych struktur zazwyczaj dajg inne wartosci.

W Rozdziale 2 zdefiniowano cel pracy doktorskiej, jakim jest identyfikacja chemicznych zwigzkéw
niskoczasteczkowych hamujacych aktywnos¢ fosfatazy biatkowej ABI1. Okreslono réwniez sposdb
osiggniecia celu - projektowanie inhibitoréw w oparciu o strukture enzymu ABI1, realizowane

z wykorzystaniem metod obliczeniowych oraz laboratoryjnych.

Rozdziat 3 jest poswiecony metodom i materiatom wykorzystanym w pracy doktorskiej. Podzielono
go na dwie czesci. W pierwszej, dotyczacej analizy bioinformatycznej, scharakteryzowano zasoby

programowe i sprzetowe, ktdre wykorzystano podczas tej analizy. Druga czesé zapoznaje czytelnika



z zasobami wykorzystanymi podczas analizy eksperymentalnej, tj. zestawami odczynnikow

i markerow molekularnych, szczepami bakteryjnymi i materiatami uzytymi do hodowli bakterii,

konstruktami wektorowymi, itp. W tym podrozdziale autor opisuje réwniez jak wykonywane byty

poszczegdine analizy biochemiczne (m.in. transformacja bakterii Escherichia coli, nadekspresja

i oczyszczanie biatek, elektroforeza biatek, badanie aktywnosci enzymatycznej fosfataz biatkowych).

W trakcie czytania Rozdziatu 3 nasunety mi sie nastepujace pytania i komentarze:

Na str. 39 autor napisat ,W ramach projektu doktorskiego na dostepnej stacji roboczej
w Pracowni Biotechnologii zostaty zaimplementowane odpowiednie moduty obliczeniowe...”.
Niestety nigdzie nie znalaztam opisu tych modutéw. W pracy opisane sg szczegétowo programy
stworzone przez firmy czy osoby trzecie, ktére autor pracy wykorzystat w badaniach. Nie
znalaztam jednak opisu wiasnych metod obliczeniowych zaimplementowanych przez autora.
Czy wramach doktoratu zaimplementowano jakies algorytmy? Czy autor wykorzystywat
wytgcznie istniejace programy pochodzace od dostawcéw zewnetrznych, ktére zainstalowat
{(a nie zaimplementowat) na swojej stacji roboczej?

Czym jest ,,wirtualne przeszukiwanie bazy” (str. 43, 48)? Nie spotkatam sie dotychczas z takim
okresleniem. Nie rozumiem réwniez co oznacza ,przeszukiwanie baz matoczasteczkowych
zwigzkéw chemicznych za pomoca bazy ZINC12” — czy wzigto jakis mechanizm z bazy ZINC12
i wykorzystano go do przeszukiwania innych baz danych?

Co oznacza sformutowanie (str. 43), ze prog podobienstwa zostat ustawiony na 70%? O jakie
podobieristwo tu chodzi (sekwencyjne, strukturalne)?

Co oznaczajg dolne indeksy i, ij, k, |, jk, kl w zapisach w Tabeli 2 (str. 54)? Czy s3 to identyfikatory
atoméw? Co oznaczajg te zapisy? Czym jest Typej; dla typu , Torsyjny”?

»,nNa podstawie wczesniej wybranej miary odleglosci (miary podobienstwa)” — miara
podobiefistwa jest czym innym niz miara odlegtosci i w pracy naukowej powinno sig je
rozrozniaé. Sadzac z kontekstu autor postugiwat sie wytgcznie miarami odlegtosci.

W rozdziale brakuje informacji o tym jak przebiegat proces badan (na przyktad analiz
bioinformatycznych), jakie byly jego kolejne kroki {(co byto pierwszym krokiem badan, co
drugim, trzecim, itd.). Opisano szczegdétowo wykorzystane narzedzia, jednak nie ma tutaj
klarownego obrazu samego procesu badawczego. Bardzo pomocny bylby schemat

wyszczegdlniajacy kolejne etapy badan umieszczony na poczatku rozdziatu.

W Rozdziale 4 przedstawione sg badania prowadzone podczas realizacji pracy doktorskiej oraz

uzyskane wyniki. Zatozytam, Ze kolejnoé¢, w jakiej opisano prace badawcze jest zgodna



z przebiegiem procesu badawczego (nie mam co do tego pewnosci, o czym wspomniatam juz
w komentarzu do Rozdziatu 3). Autor zaczyna od przedstawienia procedury, ktérej celem byto
zaproponowanie potencjalnego miejsca wigzania inhibitora ABI1. Przeprowadzono tu badania
bioinformatyczne (przeszukanie baz danych, dokowanie molekularne, ocena powinowactwa do
biatka ABI1 i wybdr pieciu kandydatéw) oraz laboratoryjne (doswiadczalna weryfikacja efektu
inhibicji dla wybranych kandydatow), ktére nie dalty zadowalajacych wynikéw (osiggnieto
wyhamowanie aktywnosci fosfatazowej o 30-45%, co uznano za niezadowalajgce). W zwigzku z tym
podjeto prébe rozszerzenia modelu wigzania inhibitoréw, uwzgledniajac w nim dodatkowe obszary
oddziatywania substratéw ABI1. Nowy model zweryfikowano wykorzystujagc wieloetapowe
dokowanie molekularne i odfiltrowujac gorzej rokujace ligandy. Dla 12 wytypowanych kandydatéw
przebadano ich wpftyw na aktywnos$é enzymatyczng biatka ABI1. Zidentyfikowano dwa zwiagzki
chemiczne o duzym potencjale hamujacym, z czego jeden (obnizajacy aktywnosé fosfatazowa
0 71%) tworzy stabilny kompleks z biatkiem ABI1, a drugi (obnizajacy aktywnos¢ o 95%) jest labilny
i jego kompleks z ABI1 destabilizuje sie w czasie — witasciwosci komplekséw badano metody
symulacji dynamiki molekularnej. Nastepnie ponownie przeszukano bazy ligandéw, tym razem
bioragc pod uwage dwa miejsca wigzania w strukturze ABI1 wybrane w oparciu o analize energii
oddziatywan metodg FMO. Wyselekcjonowano 26 potencjalnych inhibitoréw ABI1, z czego dla 13,
ktére byty dostepne komercyjnie, doswiadczalnie zbadano ich faktyczny wptyw na aktywnosé
fosfatazowa biatka ABI1. Wyniki eksperymentu pokazaty spadek aktywnosci o 10% - 49%. Symulacja
dynamiki molekularnej dla dwdch zwigzkéw o najwyiszym potencjale hamujgcym pokazata,
ze tworza one stabilne kompleksy z biatkiem ABI1. Na podstawie w/w badan autor wybrat dwdch
najlepiej rokujacych kandydatow (ZINC59151964 i ZINC05273880 - obydwa wyselekcjonowane
w drugim badaniu przesiewowym) i z ich udziatem wykonat analize mechanizmu inhibicji fosfatazy
biatkowej ABI1. W rezultacie zidentyfikowat reszty aminokwasowe, ktére petnig kluczowa role
w wigzaniu liganddéw do biatka ABI1. W ostatniej fazie badan autor sprawdzit w jakim stopniu
inhibitory ZINC59151964 i ZINC05273880 wplywajg na aktywnos¢ enzymatyczng innych fosfataz
biatkowych z rodziny PP2C. Rozdziat 4 dos¢ wyczerpujaco przedstawia wykonane prace badawcze.
W trakcie czytania go nasunety mi sie tylko dwa pytania do autora:

»uzyto dwuetapowe;j strategii komputerowego przeszukiwania baz” (str. 77) — rozumiem, ze to

stwierdzenie odnosi sie do podrozdziatu 4.1, nie znalaztam jednak wyjasnienia jaki byt pierwszy

a jaki drugi etap przeszukiwania. Dlaczego ta dwuetapowos¢ jest istotna? Czy wyniki

przeszukiwania w pierwszym etapie determinowaty zapytania w etapie drugim?



— Nie jest dla mnie jasne z jakiego powodu wykonano trzecig analize przesiewowg (te oparta

o FMO). Co byto motywacjq dla przeprowadzenia tego badania?

Prace podsumowuje dyskusja (Rozdziat 5) oraz wnioski koricowe (Rozdziat 6). W Rozdziale 5 autor
przypomina tto tematyczne doktoratu oraz cel badan. Nastepnie streszcza przebieg prac
badawczych i dyskutuje problemy, ktére pojawity sie w trakcie badan lub byly motywacja do
podjecia takich czy innych krokéw podczas realizacji doktoratu. Rozdziat ten jest bardzo dobrym
uzupetnieniem pracy, odpowiada na kilka pytan, na ktére nie znalaztam odpowiedzi w rozdziatach
poprzednich. Byt to dla mnie najciekawszy i najbardziej przystepnie napisany rozdziat w pracy.
W Rozdziale 6 wypunktowano najwazniejsze wyniki otrzymane podczas realizacji niniejszej pracy.
Moje pytania i komentarze odnosnie Rozdziatu 5 i 6 s nastepujace:
»Pierwszym z nich byto komputerowe przeszukiwanie baz zwigzkdw chemicznych z uzyciem
metod modelowania molekularnego...” — przeszukiwanie baz danych i modelowanie
molekularne to dwa odrebne procesy. Samo przeszukiwanie danych moze by¢ podyktowane
przeréznymi potrzebami, niekoniecznie modelowaniem. W tym przypadku stuzytlo ono
znalezieniu potencjalnych kandydatéw do dalszej analizy, w tym modelowania molekularnego.
Inaczej méwigc wynikiem przeszukiwania byl poczatkowy zbiér zwigzkéw chemicznych.
Modelowanie molekularne miato na celu odfiltrowanie z tego zbioru stabo rokujgcych instanc;ji.
— Na czym polegata trzyetapowa strategia dokowania molekularnego o zmiennej precyzji obliczen

(str. 114)? W szczegdlnosci interesuje mnie jak zmieniata sie precyzja obliczen.

Mimo pewnych niedopowiedzen, drobnych btedéw i wskazanych wyzej niejasnych fragmentow
pracy, pozytywnie oceniam recenzowang rozprawe doktorska. Na uznanie zastuguje sprawnosé
autora w fgczeniu eksperymentu obliczeniowego i biochemicznego. Uwazam, Ze bardzo istotnym
osiggnieciem jest uzyskanie nowych modeli zwigzkéw chemicznych dziatajacych jako inhibitory PP2C
z grupy A, gotowych do dalszych badan metodami in vitro. Wyniki badawcze, jakie mgr inz. M. Janicki
otrzymat podczas prac nad doktoratem znaczaco przyczyniajg sie¢ do lepszego zrozumienia

mechanizmu inhibicji aktywnosci fosfataz biatkowych.

Ocena strony redakcyjne;j

Praca zostata napisana w jezyku polskim, posiada poprawng strukture. Jest przygotowana bardzo
estetycznie. Wysoko oceniam wybér i jakos¢ ilustracji, ktére doskonale uzupetniajg tres¢
poszczegdlnych rozdziatéw i zostaty przygotowane z duzg starannoscia. Zrédta informacji wybrano

i zacytowano w sposéb prawidtowy. W kilku miejscach zdania nie uktadajg sig¢ w spdjng i logiczna



catosé (przyktadem mogg by¢ dwa pierwsze zdania streszczenia), co nieco utrudnia zrozumienie

przekazu. Autor czesto stosuje zasady interpunkcji wtasciwe dla jezyka angielskiego i wstawia

przecinki w miejscach, w ktérych by¢ ich nie powinno w tekscie napisanym po polsku (lub pomija

przecinki w miejscach, w ktorych one by¢ powinny). W pracy zauwazytam réwniez liczne usterki oraz

btedy gramatyczne i sktadniowe. Nie majq one znaczgcego wptywu na czytelnosé i nie zmieniaja

mojej pozytywnej oceny recenzowanej dysertacji, ale wskazujg na brak uwaznosci autora podczas

redagowania pracy. Z obowigzku recenzenta przytaczam czes¢ z nich (w wielu przypadkach dotyczg

one brakujgcych lub nadmiarowych znakéw diakrytycznych oraz interpunkgji):

1.

2
3
4,
5

10.
11.
12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.

Str. 11: ,enzymy defosforulujace” — powinno by¢ ,,enzymy defosforylujgce”

Str. 11: ,zerwanie wigzania (...) nastepuje z udziatem” — powinno by¢ ,,... nastepuje z udziatem”
Str. 13: ,katalityczna jednak w celu” — powinno by¢ , katalityczna, jednak w celu”

Str. 13: ,W zaleznosci od tego z ktérym” — powinno by¢ , W zaleznosci od tego, z ktérym”

Str. 13: ,wplywa to na jej funkcje biologiczng np. oddziatywanie” — powinno by¢ ,wptywa to na
jej funkcje biologiczng, np. oddziatywanie”

Str. 13: ,podczas gdy, oddziatywanie” — powinno by¢ ,, podczas gdy oddziatywanie”

Str. 13: ,to rodzina fosfataz sktadajgce sie” — powinno by¢ ,to rodzina fosfataz sktadajacych sie”
Str. 13: ,odpowiedzialnej za lokalizacje komérkowa” — powinno by¢ ,odpowiedzialnej za
lokalizacje komérkowa”

Str. 13: ,odgrywajg kluczowa role” — powinno by¢ ,,... kluczowa role” lub ,,... kluczowe role”

Str. 14: ,iin.., 2013” — powinno by¢ ,,i in., 2013”

Str. 15: ,W tej domenie znajduje sie reszta” — powinno by¢ , W tej domenie znajduje sie reszta”

nn

Str. 18: ,w reprezentacji powierzchni”, ,w reprezentacji ,sticks”” - sugerowatabym
konsekwencje w nazewnictwie: albo uzywanie nazw anglojezycznych (reprezentacja w modelu
surface, reprezentacja w modelu sticks) albo nazw polskich i ttumaczenia na angielskie
(reprezentacja w modelu powierzchniowym (ang. surface), reprezentacja w modelu drutowym
(ang. sticks))

Str. 19: ,,strukture krystaliczna PPH1” — powinno by¢ ,strukture krystaliczng PPH1”

Str. 19: ,biatek homologiczmych” — powinno by¢ , biatek homologicznych”

Str. 20: ,W reakcja te sg zaangazowane” — powinno by¢ ,W reakcje te sg zaangazowane”

Str. 24: ,Reakcja defosforylacji powoduje” — powinno by¢ , Reakcja defosforylacji powoduje”

Str. 24: ,Zwigzanie ABA powoduje” — ,Zwigzanie ABA powoduje”

Str. 26: ,,sw0j3a pozycje zmieniajg” — powinno by¢ ,swojg pozycje zmieniajg”



19.
20.
21.
22.

23.
24.
25.
26.
27.

28.
29.
30.
31.
32.
33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Str. 26: ,Reszta ta buduje petle” — powinno by¢ ,Reszta ta buduje petle”

Str. 26: ,,miedzy czasteczka ABA” — powinno by¢ , miedzy czasteczka ABA”

Str. 27: ,w kompleksie z czgsteczka” — powinno by¢ ,w kompleksie z czasteczka”

Str. 28: ,Co wiecej forma ABI1¥42A wykazuje” — powinno byé¢ ,Co wiecej, forma ABI1E142A
wykazuje” (3 btedy w tak krotkiej frazie!)

Str. 29: ,,zwigzanego z czgsteczka” — powinno by¢ ,zwigzanego z czgsteczky”

Str. 29: ,,zwigzanego z fosfataza biatkowg” — powinno by¢ ,,zwigzanego z fosfatazg biatkowa”
Str. 30: ,5112 znajduje sie” — powinno by¢ ,S112 znajduje sie”

Str. 30: ,,Kluczowa interakcje” — powinno by¢ ,Kluczowe interakcje”

Uwaga ogdlna: przenoszenie czesci podpisu pod rysunkiem na kolejng strone utrudnia
czytelnikowi zapoznanie sie z objasnieniem detali rysunku. W wiekszosci przypadkéw takiego
rozbicia podpisu miedzy strony moina bylo unikna¢ odpowiednio pozycjonujac rysunek na
stronie i zwigzujac z nim caty podpis. W kazdym wspoétczesnym edytorze tekstu sg dostepne
mechanizmy pozwalajgce na takie ustawienia.

Str. 31: ,,zmiany konformacyjne petlach” — powinno by¢ ,,zmiany konformacyjne w petlach”

Str. 33: ,,Zwiazek tak nasladuje” — powinno by¢ ,,Zwigzek ten nasladuje”

Str. 34: ,,w miejscu wigzanie do receptora” — powinno by¢ ,w miejscu wigzania do receptora”
Str. 34: ,,zwigzki nalezacy do grupy” — powinno by¢ ,.zwigzki nalezace do grupy”

Str. 36: ,gtownie” — powinno by¢ ,gtéwnie”

Str. 42: ,,analiz konformacyjnych ci gestosci map” —,,ci” jest chyba pozostatoscia jakiego$ stowa,
ktére wycieto?

Str. 45: ,,udostepnione przez dostawce droga poczty elektroniczng” —raczej ,,udostepnione przez
dostawce przez poczte elektroniczng” lub ,przestane przez dostawce poczta elektroniczng”

Str. 46: ,Jest to zestaw parametréw opisujacych funkcje energii potencjalnej danego uktadu
niezbednym, podczas symulacji” — powinno by¢ , Jest to zestaw parametréw opisujacych funkcje
energii potencjalnej danego uktadu, niezbedny podczas symulacji”

Str. 46: ,Petno atomowe pola” — powinno by¢ ,,Petnoatomowe pola” lub ,Petno-atomowe pola”
Str. 46: ,dla kazdego atoméw” — powinno by¢ ,,dla kazdego z atoméw” lub ,dla kazdego atomu”
Str. 48: ,,pozwala na wygenerowania” — powinno by¢ , pozwala na wygenerowanie”

Str. 50: ,oddzialywania wystepujagce miedzy ligandem, a receptorem” — powinno by¢
»oddziatywania wystepujace miedzy ligandem a receptorem”

Str. 51: ,Bierze pod uwage” — powinno by¢ , Bierze pod uwage”



41.

42.
43,
44,

45.

46.

47.
48.

49.

50.
51.
52.
53.

54.
55.
56.

57.
58.

59.
60.
61.
62.
63.

Str. 55: ,Symulacja dynamiki molekularnej, poprzedzono” — powinno by¢ ,Symulacje dynamiki
molekularnej poprzedzono”

Str. 55: ,miedzy ligandem, a biatkiem” — powinno by¢ ,,miedzy ligandem a biatkiem”

Str. 56: ,,po natozenie na pozycje” — powinno by¢ ,po natozeniu na pozycje”

Str. 59: ,uwzgledniajgcych korelacje elektronowg” ~ powinno by¢ ,uwzgledniajacych korelacje
elektronowg”

Str. 59: ,,odgrywaja kluczowa role” — powinno by¢ ,odgrywaja kluczowa role” lub ,odgrywaja
kiuczowe role”

Str. 59: ,postugujgc sie modelem rozpuszczalnika jako osrodek ciagly” — powinno byé
»postugujac sie modelem rozpuszczalnika jako osrodkiem ciggtym”

Str. 65: , przedstawiano liste” — powinno by¢ , przedstawiono liste”

Str. 75: ,Reakcje enzymatyczng prowadzono” - powinno by¢ ,Reakcje enzymatyczng
prowadzono”

Str. 75: ,Reakcja defosforylacji prowadzono” - powinno by¢ ,Reakcje defosforylacji
prowadzono”

Str. 76: ,,W celu wyznaczenie wartosci” — powinno by¢ ,, W celu wyznaczenia wartosci”

Str. 89: ,funkcji oceny oraz wolnej energig wigzania” — ,,wolnej” ???

Str. 99: ,szereg réznych zwigzkéw” — powinno by¢ ,szereg réznych zwigzkéw”

Str. 114: ,Weryfikacja (..) potwierdzito to zatozenie” — powinno by¢ ,Weryfikacja {...)
potwierdzita to zatozenie”

Str. 114: ,,wigzanie znajduje sie” — powinno by¢ ,wigzanie znajduje sie”

Str. 117: ,zaangazowanych we wigzanie” — powinno byé ,,zaangazowanych w wigzanie”

Str. 122: ,potwierdzity zatozong hipoteza, zaktadajaca, 2e” — powinno by¢ , potwierdzity hipoteze
zaktadajaca, ze”

Str. 124: ,,obejmowat walidacje modelu” — powinno by¢ , obejmowat walidacje modelu”

Str. 125: ,wykazujg najwyisze warto$¢” — powinno by¢ ,wykazujg najwyzszg wartos¢” lub
»Wykazuja najwyzsze wartosci”

Str. 126: ,0Opracowane witasne” — powinno by¢ ,Opracowanie wtasne”

Str. 127: ,dla wigzanie danego inhibitora” — powinno by¢ ,dla wigzania danego inhibitora”

Str. 127: ,,po optymalizacji u uzyciem” — powinno by¢ ,,po optymalizacji z uzyciem”

Str. 130: ,w celu sprawdzenie poziomu” — powinno by¢ ,w celu sprawdzenia poziomu”

W spisie skrotdéw brakuje rozwiniecia skrétu FMO



Whioski koricowe

Autor recenzowanej pracy doktorskiej wykonat szereg bardzo pracochtonnych i szeroko zakrojonych
analiz biochemicznych oraz bioinformatycznych. Wykazat sie umiejetnoscia taczenia eksperymentu
laboratoryjnego z obliczeniowym. Wycigga trafne wnioski na podstawie danych uzyskiwanych
z przeprowadzonych doswiadczen. Umiejetnie wyszukuje i wykorzystuje dostepne zasoby danych
i narzedzi. Poprawnie podsumowuje i prezentuje wyniki badafd. Dowiédt znajomosci
dotychczasowego stanu wiedzy w tematyce zwigzanej ze swoja praca badawcza, przedstawionego
w przedmiotowej literaturze krajowej izagranicznej. Posiada ogdlng wiedze teoretyczna
w dziedzinie nauk biologicznych, w szczegdlnosci w zakresie biochemii oraz biologii molekularnej
i obliczeniowej. Wykazuje sie umiejetnoscia samodzielnego prowadzenia pracy naukowej

i praktycznego zastosowania posiadanej wiedzy.

Recenzowana praca zawiera oryginalne rozwigzanie problemu naukowego w tematyce regulacji
proceséw komodrkowych. Czeé¢ uzyskanych wynikéw badan zostata opublikowana w czasopismie
Frontiers in Plant Science. Doktorant ma w dorobku 3 artykuty naukowe, w tym jeden
pierwszoautorski, co jest przyzwoitym osiaggnieciem jak na miodego adepta nauki. Sumaryczny
wspdtezynnik wptywu opublikowanych prac wynosi 18,106, sumaryczna liczba cytowan (na dzien

19.01.2022) to 25 wedtug Google Scholar a 20 wedtug Web of Science.

Stwierdzam, ze praca pana mgr inz. Macieja Janickiego pt. ,ldentyfikacja potencjalnych
inhibitoréw fosfatazy biatkowej typu 2C grupa A z Arabidopsis z wykorzystaniem metod
bioinformatycznych i biochemicznych” spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim
okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14.03.2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2003 r. nr 65 poz. 595 z p6in. zm.} oraz stanowi
oryginalne rozwigzanie przez autora zagadnienia naukowego. Wnosze o dopuszczenie mgr inz.

Macieja Janickiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

---------------------------------------------------------------------

Prof. dr hab. inz. Marta Szachniuk
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