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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. inz. Macieja Janickiego pt.: , Identyfikacja
potencjalnych inhibitorow fosfatazy bialkowej typu 2C grupa A z Arabidopsis z
wykorzystaniem metod bioinformatycznych i biochemicznych”

Oceniana rozprawa doktorska wykonana zostala na Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu pod kierunkiem prof. UAM dr hab. Agnieszki Ludwikéw. Rozprawa ma
tradycyjny uklad. Zawiera streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep, cel pracy, materiaty i
metody, wyniki, dyskusje, wnioski, suplement i spis literatury. Uzupeiniona zostala takze lista
skrotow, spisem tresci, wykazem rycin i wykazem tabel. Rozprawa liczy 147 stron i napisana
zostala po polsku. Praca przygotowana zostala dos¢ starannie ale zawiera drobna liczbg niescistosci
i bledow, z ktorych wigkszos$¢ zostanie wymieniona ponizej, w trakcie omawiania poszczegolnych
czescel rozprawy.

Praca ma znaczenie zarowno poznawcze jak i moze by¢ potencjalnie aplikacyjne, co
zostalo przekonujagco uzasadnione w czeSci wstepnej. Specyficznym celem pracy bylo
zidentyfikowanie inhibitorow fosfatazy ABI1, jednego z enzymoéw szlaku sygnalnego ABA.
Dalekosieznym celem pracy jest poznanie mozliwosci wykorzystania drobnoczasteczkowych
zwigzkow chemicznych do modulacji aktywnosci szlaku ABA w celu przeciwdzialania
negatywnym skutkom stresu na wzrost i wydajno$¢ roslin. Badania przeprowadzono w kilku
etapach wykorzystujgec dwa uzupelniajace si¢ podejscia badawcze, modelowanie in silico w celu
wytypowania drobnoczasteczkowych zwigzkow potencjalnie zdolnych do inhibicji aktywnosci
fosfatazy ABIl1 oraz eksperymentalng weryfikacje wplywu wytypowanych inhibitorow na
aktywnosc fosfatazy ABI1 i innych wybranych fosfataz.

Wstep podzielony zostal na pigé czesci, w ktorych doktorant stopniowo wprowadza
czytelnika w tematyke rozprawy. Pierwszg cze$¢ wstepu rozpoczyna ogélne omdwienie grupy
bialek zwierzecych i roédlinnych sklasyfikowanych jako fosfatazy biatkowe, po czym nastepuje
nieco dokladniejsze omowienie rodziny PP2C, do ktérej nalezy fosfataza ABI1 a nastgpnie
doktadny opis struktury i funkcji tej konkretnej fosfatazy. Zrozumienie struktury i funkeji ABII

utatwiajg liczne rysunki. W drugiej czesci wstepu krotko omdwiony jest szlak sygnalizacji ABA.



Informacje podane w tej czgsci dopelniaja dwa rysunki prezentujace kolejno strukture chemiczna
tego zwiazku oraz schemat szlaku sygnalizacji ABA. Nastepnie poznajemy molekularne
mechanizmy inhibicji fosfatazy ABI1 przez PYL1 — jeden z receptorow ABA oraz detale
komplekséw PYL1-ABA, PYL1-ABA-ABII oraz ABI1-SnRK2.6, ktore sa ilustrowane za pomoca
kolorowych rysunkéw opracowanych przez doktoranta na bazie dostepnych krystalograficznych
struktur bialek i kompleksow. W kolejnych czesciach omowione sg strukturalne analogi ABA oraz
znane inhibitory fosfataz biatkowych. Fosfatazy uczestniczgce w przekazywaniu sygnatu ABA w
roslinach naleza do rodziny A grupy PP2C. Nie sa znane zadne silne oraz specyficzne inhibitory
fosfataz roslinnych z grupy PP2C a ze wzgledu na rdéznice w topologii domeny katalitycznej
ros§linnych i zwierzgcych bialek z rodziny PP2C, inhibitory fosfataz zwierzecych nie blokuja
aktywnosci fosfataz roslinnych. Jest to istotna informacja uzasadniajaca podjecie tego tematu przez
doktoranta. Uktad wstgpu jest dobrze przemyslany a podane informacje sg wystarczajgce do
zrozumienia gtéwnych zatozen i celu pracy. Cytowana literatura jest adekwatna i zawiera zar6wno
pozycje starsze jak i najnowsze. Rysunki, w tym wszystkie detale modeli strukturalnych, sa w
wiekszosci opracowaniami wlasnymi doktoranta.

Ponize] przedstawiam kilka uwag krytycznych do wstgpu.

1) Pierwsze i drugie zdanie wstgpu sg niespdjne 1 wprowadzaja czytelnika w blad. W pierwszym
zdaniu autor pisze o fosforylacji przeprowadzanej przez kinazy biatkowe. W drugim o
fosfatazach przeprowadzajacych defosforylacje a nie, co wynika z kontekstu, za reakcje
fosforylacji biatek. To oczywiscie niezrecznosé sformutowania a nie niewiedza doktoranta.

2) Brak kilkakrotnie wymienianej w tek$cie pozycji Marczak i in. 2020 w spisie literatury.

3) Zdanie na stronie 22 (linia 5-7 od goéry) sugeruje, ze ABI1 bezposrednio kieruje syntazy ACC
do degradacji. Wydaje mi si¢, ze jest to zbyt mocno powiedziane i takich dowodow nie ma.
Prosze ten problem wyjasni¢ w trakcie obrony.

4) Rys.16: brak pelnych nazw zwigzkow; skroty nie sa rozwiniete ani w legendzie do figury ani
w tekscie; nie ma ich takze na liscie skrotow

5) We wstepie (str. 17) pojawia si¢ skrot RMSD, ktory nie byl wczesniej wyjasniony.
Rozszerzenie skrotu pojawia sie ponizej w metodach (str. 55). Zaznaczam takze, ze ten skrét nie
pojawia si¢ w spisie skrotoéw. Generalnie, spis skrotow jest bardzo niekompletny.

Po wstgpie przedstawiony zostal cel projektu doktorskiego. Nic mam zastrzezen do tej
czescl. Nastgpna cze$¢ pracy to Materialy i metody, ktéra zawiera bardzo szczegotowy opis
narzedzi bioinformatycznych, baz i bibliotek zwigzkow chemicznych i ligandéow oraz struktur
bialek. Doktorant szczegélowo opisal szereg metod in silico, w tym dokowanie molekularne, ktore

jest kluczowa metoda tej pracy, sposdb grupowania ligandéw oraz symulacje dynamiki



molekularnej struktur bialko-inhibitor. Ostatnia metoda shuzy do okreslenia stabilnosci tych
struktur. Poniewaz nie jestem bioinformatykiem trudno jest mi oceni¢ poprawno$¢ merytoryczna
tych opiséw. Metody te stosowane byly z uzyciem istniejacych narzedzi bioinformatycznych ale
ustawienie odpowiednich parametrow w stosowanych programach (szczegdly podano w
Suplemencie), prawidlowe zinterpretowanie wynikow analiz oraz ich wizualizacja wymagaja
profesjonalnej wiedzy i nie moga by¢ dobrze wykonane bez odpowiedniego przygotowania i
zdobycia wystarczajacego zasobu wiadomosci. Nie znam opisywanych programow i wstrzymuje sie
od oceny czy przedstawiony opis metodologiczny jest wystarczajgcy do powtorzenia tych badan i
ewentualnego zweryfikowania wynikow. Zakladam, ze prawidlowo$¢ uzycia narzedzi in silico
przez autora broni si¢ sama, poniewaz zwigzki wytypowane w trakcie tych analiz zostaly potem
pozytywnie zweryfikowane in vitro, w czegsci biochemicznej. Po opisie metod bioinformatycznych
nastepuje opis metod eksperymentalnych. W moim przekonaniu sg to opisy wystarczajgco doktadne
i podajace szczegdtowe instrukcje umozliwiajace przeprowadzenie omawianych do$wiadczen w
dowolnym laboratorium.

Do tej czgsci mam tylko drobng uwage krytyczng. Tytul Tabeli 3 nalezatoby zmieni¢ na ,,Lista

plazmidéw...” lub ,, Lista konstruktéw plazmidowych...”, poniewaz stosowanie przez autora
okreslenie ,,wektor” na konstrukty plazmidowe uzyskane na bazie komercyjnie dostgpnych
wektorow plazmidowych jest mylace i nieprecyzyjne.

Kolejna cze$¢ to Wyniki, ktore sg najbardziej istotng czg$cig rozprawy doktorskie;j.
Doktorant przeprowadzil trzy serie eksperymentéw. W serii pierwszej wykorzystal strukture
krystalograficzng kompleksu ABI1-ABA-PYL1 do wirtualnego przeszukania dwoch bibliotek
zwigzkéw chemicznych w celu wytypowania czasteczek potencjalnie oddzialujacych z resztami
aminokwasowymi w biatku ABII pelnigcymi kluczowa role w wigzaniu receptora ABA (PYL1)
czyli kwasem glutaminowym w poz. 142, glicyna w poz. 180 i tryptofanem w poz. 300. Pigc¢
zwiazkow mogacych wigzaé sie z tymi aminokwasami zostaly wyselekcjonowane metoda
dokowania molekularnego. Zwigzki te nastepnie zweryfikowano in vitro pod wzgledem zdolnosci
do hamowania aktywnosci fosfatazowej rekombinowanego biatka ABI1. Badane zwigzki hamowaty
aktywnos¢ fosfatazy w zakresie 10-45%. Nie byt to wynik zadowalajacy. Wobec tego
postanowiono powtdrzy¢ procedure po rozszerzeniu miejsca wiazania przeszukiwanych ligandow w
taki sposdb, aby uwzgledniony byt zaréwno obszar wigzania receptora PYL1 jak i kinazy SnRK2.6.
Proponowana lokalizacj¢ rozszerzonego miejsca wigzania potencjalnych  inhibitoréw
zweryfikowano wstepnie poprzez molekularne dokowanie mozliwych substratow reakcji
defosforylacji oraz produktu reakcji. Nastepnie zastosowano kilkuetapowa procedur¢ in silico

badania przesiewowego zwiazkéw z baz danych. Koncowym etapem byla eliminacja ligandow,



ktore mogtyby dziatac jako analogi ABA i ktore moglyby wigza¢ si¢ do receptora ABA a nastgpnie
wytypowanie najbardziej obiecujacych zwiazkéw na podstawie analiz poréwnawczych. Efektem
zastosowanej procedury bylo wytypowanie 12 zwigzkéw, ktorych potencjal do hamowania
aktywnosci fosfatazy ABI1 zostal nastgpnie sprawdzony eksperymentalnie w reakcji in vitro. Dwa
sposrdd nich hamowaty aktywno$¢ ABII najsilniej, odpowiednio 0 95% i 71%. Te dwa zwigzki
zostaly wybrane do oceny stabilnosci ich wigzania do ABIl metoda symulacji dynamiki
molekularnej. Na podstawie symulacji zaproponowano, ze jeden z ligandow jest stabilny, natomiast
druga czasteczka zmienia orientacj¢ w kieszeni katalitycznej biatka ABI1 ale pomimo zmiany
poloZzenia znajduje si¢ ciagle w obrebie proponowanego miejsca wigzania i dlatego skutecznie e
blokowa¢ dostep potencjalnego substratu. W trzecim podejéciu do wytypowania in silico
potencjalnych inhibitorow aktywnosci fosfatazowej ABI1 uzyto kolejnej optymalizacji ich
mozliwych miejsc wigzania do biatka ABII. Analiza komputerowa pozwolita na wyodrebnienie w
strukturze ABI1 miejsc wiazania petli z biatek PYL1 oraz SnRK2.6. Miejsca te znajdowaly sie w
obrgbie kieszeni katalitycznej ale nie byly tozsame z miejscem wigzania uzytym w poprzednim
eksperymencie dokowania molekularnego in silico. Wszystkie trzy miejsca uzyto do
przeszukiwania baz zawierajgcych ligandy, ktore mogg nasladowaé oddzialywania biatko-biatko.
Wytypowano 13 sposrod wyselekcjonowanych zwigzkéw do dalszych analiz; ich potencjat do
hamowania aktywnosci fosfatazy ABIl zostal sprawdzony w reakcji in vitro. Najwyzszy
zaobserwowany potencjal hamujacy wynosit 49-42%. Kolejna metoda bioinformaatyczna,
symulacja dynamiki molekularnej wykazata, ze dwa najsilniejsze inhibitory tworza stabilne
kompleksy z ABII.
Nastepnie podjeto probe okreslenia mechanizmu dziatania najsilniejszych inhibitorow czyli
czasteczek wytypowanych w wyniku drugiego podejscia, hamujacych aktywno$¢ fosfatazy o 95% 1
71%. Wprowadzenie mutacji w resztach aminokwasowych wytypowanych jako kluczowe w
wiazaniu analizowanych ligandéw skutkowato obnizeniem wrazliwosci zmutowanych wariantow
biatka ABIl1 na te inhibitory. Ponadto, przetestowano selektywnos$¢ obu inhibitoréw poprzez
sprawdzenie ich potencjatu do inhibicji aktywnoéci innych fosfataz biatkowych. Zaobserwowano,
ze silniejszy inhibitor ABI1 hamuje w podobnym stopniu aktywnos$¢ ABI2 oraz w znacznie
mniejszym stopniu fosfatazy z innej grupy niz PP2C typu A. Poziom hamowania aktywnosci ABI2
przez drugi inhibitor byl znacznie nizszy, wskazujgc na jego duza specyficznosc¢ do ABI1.
Problemy dotyczace tej czgsci ocenianej rozprawy:

1) Rys. 21: Brak rozszerzenia skrotu BS pokazanego w legendzie graficznej w podpisie do

rysunku lub w tekscie dotyczacym tej figury. Podobny problem dotyczy takze Rys. 25.



2) Niezgodnos¢ danych dotyczacych stopnia hamowania aktywnosci fosfatazy przez dwa
najbardziej aktywne zwigzki pokazanych na Rys. 23 i oméwionych na stronie 80. Poza tym, nie
podano stezenia badanych zwigzkow.

3) Przydatnos¢ wynikéw pokazanych na Rys. 30 do wyselekcjonowania 12 zwigzkow do
dalszych analiz nie zostata jasno wyjasniona. Moze nalezatoby zaznaczy¢ na tym rysunku ich
lokalizacjg¢ w obrgbie wykresu.

4) Informacje dotyczace potencjalnych inhibitoréow wybranych w trakcie trzeciego podejscia in
silico sa bardzo malo precyzyjne. Nie podano, w wyniku dokowania do ktérego z trzech miejsc
wyselekcjonowane zostaty ligandy uzyte w tescie hamowania aktywnosci fosfatazowej, ktorego
wyniki pokazano na Rys. 41.

Dyskusja zostala przeprowadzona umiejetnie, co swiadczy o dojrzatosci naukowej autora
oraz zrozumieniu znaczenia uzyskanych wynikow. Dodatkowo, w dyskusji oméwiono wyniki z
wieloautorskiej publikacji z 2020 r., w ktorej doktorant jest pierwszym autorem. Nie mam
krytycznych uwag ani do sposobu przeprowadzenia dyskusji ani do wnioskéw zamieszczonych po
dyskusji.

W podsumowaniu stwierdzam, ze praca spelnia ustawowe wymogi stawiane pracom
doktorskim i stanowi nie tylko oryginalne rozwigzanie problemu naukowego ale takze cechuje si¢
umiejetnym polaczeniem badan in silico 1 prac eksperymentalnych. W zwiazku z powyzszym
wnosze do Rady Naukowej Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o
dopuszczenie Pana mgr. inz. Macieja Janickiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto, biorge pod uwage fakt umiejetnego polaczenia badan bioinformatycznych i
biochemicznych w ramach tego doktoratu oraz fakt opublikowania (jako pierwszy autor) duzej
czesci wynikow wchodzgeych w sklad rozprawy w dobrym czasopismie naukowym, wnioskuje¢ o

wyréznienie pracy stosowng nagrods.
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Prof. dr hab. Agnieszka Sirko



