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4. OMOWIENIE OSIAGNIEC, 0 KTORYCH MOWA W ART. 219 UST. 1 PKT. 2
USTAWY

4.A. Tytul osiagniecia naukowego:
Struktura i molekularne mechanizmy wybranych enzymoéw roslinnych szlakéw
metabolicznych aminokwaséw biatkowych

4.B. Publikacje wchodzace w sklad osiggniecia naukowego:
(nazwisko habilitanta jest wyttuszczone; * oznacza autora korespondencyjnego;
dane bibliograficzne podano wg Web of Science Core Collection)

H1. Forlani, G, Makarova, K. S., Ruszkowski, M., Bertazzini, M., & Nocek, B.*
Evolution of plant 61-pyrroline-5-carboxylate reductases from phylogenetic and
structural perspectives.
Frontiers in Plant Science (2015) 6, 567.
IF(2015)=4,495, [F5= 5,207; liczba cytowan: 10

Moj wktad w powstanie publikacji polegat na: wykonaniu analiz strukturalnych oraz ich
opisaniu w manuskrypcie.

H2. Forlani, G.*, Bertazzini, M., Zarattini, M., Funck, D., Ruszkowski, M., & Nocek, B.
Functional properties and structural characterization of rice 6!-pyrroline-5-
carboxylate reductase.

Frontiers in Plant Science (2015) 6, 565.
IF(2015)=4,495, IF5= 5,207; liczba cytowan: 11

Mdj wktad w powstanie publikacji polegat na: produkcji biatka do badan strukturalnych,
wykonaniu badan strukturalnych i ich analizie, napisaniu czesci manuskryptu dotyczqcego
struktury, poprawie czesci manuskryptu dot. analizy strukturalnej, zgodnie z zaleceniami
recenzentow.

H3. Ruszkowski, M.* Nocek, B., Forlani, G., & Dauter, Z.
The structure of Medicago truncatula 6!-pyrroline-5-carboxylate reductase provides
new insights into regulation of proline biosynthesis in plants.
Frontiers in Plant Science (2015) 6, 869.
IF(2015)=4,495, IF5= 5,207; liczba cytowan: 14

Md6j wktad w powstanie publikacji polegat na: sformutowaniu problemu badawczego,
zaplanowaniu pracy, wykonaniu eksperymentéw (poza pomiarami kinetycznymi), analizie
wynikéw, napisaniu manuskryptu, petnej edycji pracy, poprawie manuskryptu zgodnie z
zaleceniami recenzentow, petnieniu funkcji autora korespondujqgcego.
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H4. Ruszkowski, M.*, & Dauter, Z.
Structural studies of Medicago truncatula histidinol-phosphate phosphatase from
inositol monophosphatase superfamily reveal details of penultimate step of histidine
biosynthesis in plants.
Journal of Biological Chemistry (2016) 291(19), 9960-9973.
IF(2016)=4,125, IF5=4,237; liczba cytowan: 11

Moj wktad w powstanie publikacji polegat na: sformutowaniu problemu badawczego,
zaplanowaniu pracy, wykonaniu eksperymentdéw, analizie wynikéw, napisaniu manuskryptu,
petnej edycji pracy, poprawie manuskryptu zgodnie z zaleceniami recenzentdéw, petnieniu
funkcji autora korespondujqgcego.

H5. Ruszkowski, M.*, & Dauter, Z.
On methylene-bridged cysteine and lysine residues in proteins.
Protein Science, (2016) 25, 1734-1736.
IF(2016)=2,523, [F5=3,230; liczba cytowan: 6

Moj wktad w powstanie publikacji polegat na: sformutowaniu problemu badawczego,
zaplanowaniu pracy, wykonaniu eksperymentow (in-silico), analizie wynikéw, napisaniu
manuskryptu, petnej edycji pracy, poprawie manuskryptu zgodnie z zaleceniami recenzentow,
petnieniu funkcji autora korespondujqgcego.

H6. Ruszkowski, M.*, & Dauter, Z.
Structures of Medicago truncatula L-Histidinol Dehydrogenase Show Rearrangements
Required for NAD* Binding and the Cofactor Positioned to Accept a Hydride.
Scientific Reports (2017) 7, 10476.
IF(2017)=4,122, I[F5=4,576; liczba cytowan: 3

Mé6j wktad w powstanie publikacji polegat na: sformutowaniu problemu badawczego,
zaplanowaniu pracy, wykonaniu eksperymentdow, analizie wynikéw, napisaniu manuskryptu,
petnej edycji pracy, poprawie manuskryptu zgodnie z zaleceniami recenzentow, petnieniu
funkcji autora korespondujqcego.

H7. Ruszkowski, M.*, Sekula, B., Ruszkowska, A., & Dauter, Z.
Chloroplastic Serine Hydroxymethyltransferase From Medicago truncatula: A
Structural Characterization.
Frontiers in Plant Science (2018) 9, 584.
IF(2018)=4,106, I[F5= 5,207; liczba cytowan: 6
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Moj wktad w powstanie publikacji polegat na: udziale (szacowanym na 60%) w sformutowaniu
problemu badawczego, zaplanowaniu pracy, wykonaniu eksperymentéw, analizie wynikéw,
napisaniu manuskryptu, petnej edycji pracy, poprawie manuskryptu zgodnie z zaleceniami
recenzentow, petnieniu funkcji autora korespondujqcego.

H8. Sekula, B.*, Ruszkowski, M., & Dauter, Z.
Structural Analysis of Phosphoserine Aminotransferase (Isoform 1) From Arabidopsis
thaliana- the Enzyme Involved in the Phosphorylated Pathway of Serine Biosynthesis.
Frontiers in Plant Science (2018) 9, 876.
IF(2018)=4,106, IF5=5,207; liczba cytowan: 4

Modj wktad w powstanie publikacji polegat na: udziale (szacowanym na 40%) w sformutowaniu
problemu badawczego, zaplanowaniu pracy, wykonaniu eksperymentow, analizie wynikéw,
napisaniu manuskryptu i jego edycji.

H9. Ruszkowski, M.*
Guarding the gateway to histidine biosynthesis in plants: Medicago truncatula ATP-
phosphoribosyltransferase in relaxed and tense states.
Biochemical Journal (2018) 475, 2681-2697.
IF(2018)=4,331, [F5=4,086; liczba cytowan: 0

Jestem jedynym autorem tej publikacji. Wykonatem catos¢ prac zwigzanych z jej powstaniem.

H10. Ruszkowski, M.*, Sekula, B., Ruszkowska, A., Contestabile, R., Nogues, 1., Angelaccio,
S., Szczepaniak, A., & Dauter, Z.
Structural basis of methotrexate and pemetrexed action on serine
hydroxymethyltransferases revealed using plant models.
Scientific Reports (2019) 9, 19614.
IF(2018)=4,011, [F5=4,576; liczba cytowan: 1

Méj wktad w powstanie publikacji polegat na: sformutowaniu problemu badawczego i
postawieniu hipotezy, doborze metodyki, koordynacji wspétpracy z grupq dra Roberto
Contestabile (Uniwersytet Sapienza, Rzym), interpretacji wynikéw strukturalnych, utoZeniu
koncepcji pracy i jej napisaniu (poza czesciq opisujqcq badania kinetyczne), petnej edycji pracy,
poprawie manuskryptu zgodnie z zaleceniami recenzentéw, petnieniu funkcji autora
korespondujgcego.
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4.C. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z

omoOwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Celem badan byto poznanie na poziomie atomowym struktur przestrzennych wybranych
roslinnych enzymoéw ze szlakéw metabolicznych aminokwaséw proliny, histydyny oraz
seryny. Szczegdlng uwage poswiecono oddziatywaniom biatek z matymi czasteczkami o
aktywno$ci biologicznej, takimi jak: substraty, produkty, kofaktory czy regulatory
aktywnosci. W sekcjach 4.C.1.-4.C.4. przedstawiono szczegotowe cele oraz wyniki dla
poszczeg6lnych obiektow badawczych.

4.C.1. OKkreslenie struktury przestrzennej roslinnej reduktazy 8!-pirolino-5-
karboksylanowej i wyjasnienie molekularnych podstaw regulacji aktywnosci
(publikacje H1-H3)

Iminokwas L-prolina (dalej: prolina) w unikalny sposéb przyczynia sie do fatdowania
i stabilnosci szkieletu struktury biatek z powodu sztywnej i cyklicznej struktury tancucha
bocznego (Ge and Pan, 2009). Fizjologiczna rola proliny w komorkach roslinnych jest jednak
znacznie szersza (Szabados and Savoure, 2010). U wielu gatunkéw roslin udowodniono
szybki i odwracalny wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia wolnej proliny w odpowiedzi
na stres osmotyczny, oksydacyjny lub temperaturowy (Verbruggen and Hermans, 2008;
Verslues and Sharma, 2010; Hayat et al., 2012; Liang et al., 2013). Ponadto, z badan wynika,
ze zarowno poziom wolnej proliny jak i regulacja jej metabolizmu w roslinach wptywa na
przej$cie do kwitnienia (Mattioli et al,, 2009), jak réwniez na rozwo6j pytku i zarodkow
(Lehmann et al., 2010; Funck et al., 2012). W zwigzku z powyzszym, prolina pelni az trzy
kluczowe role: budulcowg, ochronng oraz regulacyjna.

U roslin wyzszych istniejg dwie drogi metaboliczne prowadzace do produkcji proliny.
Przy wysokiej dostepnosci azotu biosynteza proliny biegnie gtéwnie przez ornityne, ktéra
jest potproduktem w biosyntezie i degradacji argininy. Ornityna przeksztatcana jest w 61-
pirolino-5-karboksylan (P5C) przez zalezng od fosforanu pirydoksalu (PLP) ornityno-§-
aminotransferaze (da Rocha et al., 2012). Z kolei w warunkach stresu osmotycznego i/lub
niedoboru azotu, P5C jest syntetyzowany z glutaminianu przez syntaze P5C (Kishor et al,,
1995; Turchetto-Zolet et al., 2009). Obydwa szlaki koncza sie wspdlng reakcja, w ktorej P5C
jest redukowany do proliny przez reduktaze P5C (P5C, EC 1.5.1.2). To oznacza, ze w
przypadku braku funkcjonalnej reduktazy P5C obie drogi biosyntezy proliny sg blokowane,
gdyz jak dotad nie opisano alternatywnej Sciezki. W konsekwencji mutacje zerowe reduktazy
P5C sa $miertelne dla zarodkéw (Funck et al, 2012), a inhibitory reduktazy P5C sa
fitotoksyczne, co ma potencjalne zastosowanie w poszukiwaniu nowych herbicydéw (Forlani
etal., 2007; Forlani et al., 2008).

Pomimo tego, Ze redukcja P5C nie stanowi etapu ograniczajacego szybkos$¢ biosyntezy
proliny, jej ekspresja i aktywnos$¢ sa regulowane. Co ciekawe, poziomy proliny, reduktazy
P5C oraz odpowiadajacego jej transkryptu mRNA s3 niezgodne wzgledem siebie, przez co
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upatruje sie ztozonego wzoru regulacji, w ktorej stabilno§¢ mRNA, wigzanie polisomoéw,
wptyw 5’'UTR (z ang. untranslated regions) wydajg sie odgrywac¢ kluczowa role podczas
translacji (Hua et al., 1997; Hua et al,, 2001). Niewiele natomiast byto wiadomo na temat
molekularnych podstaw potranslacyjnej regulacji aktywnosci roslinnych reduktaz P5C. Aby
umozliwi¢ dogtebne poznanie i zrozumienie tych regulacji, potrzebne byty tréjwymiarowe
struktury roslinnych reduktaz P5C.

W obliczu braku struktur krystalicznych roslinnych reduktaz P5C przeprowadziliSmy
dogtebna analize filogenetyczng tych enzyméw w roéznych domenach Zzycia. Wyniki
przedstawiono w publikacji H1. Pokazujg one, Ze roslinne reduktazy P5C sg bardziej podobne
do enzyméw z Metazoa niz do izoform z cyjanobakterii. Idgc dalej, roslinne reduktazy P5C
charakteryzuje wysokie podobienstwo sekwencyjne. Oznacza to, ze wyniki uzyskane w
ramach catego celu C.1. (roslinnych reduktaz P5C) mozna z duzym prawdopodobienstwem
ekstrapolowa¢ na inne gatunki ro$lin. Nastepnie postanowiliSmy odnaleZ¢ ewolucyjnie
zachowawcze elementy, ktore pozwolityby powigza¢ sekwencje z funkcja oraz regulacja
ros$linnych reduktaz P5C. SkorelowaliSmy wiec fragmenty sekwencji tych enzymoéow z
informacja strukturalng pochodzaca z ortologéw bakteryjnych i ludzkiego. Udato sie dzieki
temu zaproponowa¢ minimalistyczng strukture reduktazy P5C oraz wskaza¢ elementy
sekwencji (i struktury), ktore determinujg forme oligomeryczng (dimer vs dekamer).
Whioski z tych poréwnawczych analiz stanowity podstawe do kolejnych odkry¢ i publikacji
w ramach celu 4.C.1.

Nastepnie opisaliémy niskorozdzielcza (3,40 A, nie zdeponowang w Protein Data
Bank, PDB) strukture reduktazy P5C z ryzu (publikacja H2). Dzieki niej udato sie rozwiac
watpliwosci dotyczace oligomeryzacji oraz przedstawi¢ pierwszy og6lny model strukturalny
roslinnej reduktazy P5C, ktéry przypominat jeden z typdw bakteryjnych reduktaz P5C
(Nocek et al., 2005). Wyniki badan funkcjonalnych pokazaty, Zze w jednoliSciennym ryzu
regulacja reduktazy P5C jest podobna do tej uprzednio pokazanej dla Arabidopsis thaliana
(Giberti et al., 2014). Tak jak w przypadku wiekszosci gatunkow, reduktaza P5C z ryzu byta
w stanie wykorzysta¢ in vitro obie formy dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego,
zaroOwno NADH jak i NADPH. Stwierdzono jednak zaskakujgcy wptyw kationdw i anionow w
zaleznosci od uzytego koenzymu. Hamowana byta tylko aktywno$¢ zalezna od NADH,
podczas gdy aktywnosci zalezna od NADPH byta podniesiona. Ponadto, fizjologiczne stezenia
proliny i NADP+* silnie hamowaty reakcje zalezng od NADH, podczas gdy aktywnos$¢ zalezna
od NADPH byta zmieniona tylko nieznacznie. Nasze wyniki wskazaty, ze in vivo NADPH jest
jedynym koenzymem roslinnych reduktaz P5C. Co wiecej, zalezne od stresu zmiany w
homeostazie jonéw i stosunku NADPH/NADP* moga modulowa¢ aktywno$¢ enzymu.
Zwigzana z tym regulacja akumulacji wolnej proliny i dostosowanie zuzycia NADPH wydaja
sie kluczowe, np. podczas obrony przed stresem hiperosmotycznym. Innymi stowy,
indukowany stresem wzrost zawarto$ci jonéw i/lub zwiekszony stosunek NADPH/NADP+
natychmiast podnidstby aktywnos$¢ reduktaz P5C, bez potrzeby angazowania mechanizmoéw
kontroli ekspresji genéw.
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Doktadne poznanie molekularnych podstaw powyzszych mechanizmoéw regulacji
umozliwity dopiero otrzymane przeze mnie struktury reduktazy P5C z Medicago truncatula
(MtP5CR, Rys. 1), przedstawione w publikacji H3. Warto zaznaczy¢, ze M. truncatula jest
modelowa rosling bobowata. Krysztaty MtP5CR rozpraszaly promieniowanie rentgenowskie
do znacznie wyzszych rozdzielczosci niz w przypadku enzymu z ryzu, co pozwolito na
doktadny opis nie tylko struktury samego biatka, ale rowniez jego fizjologicznie istotnych
matoczasteczkowych partneréw. Struktury krystaliczne MtP5CR bez liganda oraz kompleksy
tego enzymu z produktami NAD+, NADP* i proling =zostaly rozwigzane i

w panelach Ai B. Czarny pieciokat oznacza niekrystalograficzng pieciokrotng os$ symetrii. Miejsce wigzania
koenzymu pokazano dla jednej podjednostki w panelu B. Szczegdtowy sposdb wigzania koenzymu (na
bazie form utlenionych) pokazano w panelach C i D odpowiednio dla NAD(H) i NADP(H) (modele
precikowo-kulkowe). tancuch biatka przedstawiony jest jako wstgzka, oprocz oddziatujgcych reszt
aminokwasowych pokazanych jako preciki. Czerwone kulki obrazujg potozenie czgsteczek wody w okolicy
centrum aktywnego. Miejsce wigzania anionu chlorkowego (zielona sfera), pokazane w panelu D, pokrywa
sie z grupg karboksylowa proliny.
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udoktadnione z zastosowaniem danych dyfrakcyjnych odpowiednio przy rozdzielczosci 1,7,
1,85,1,9512,1 A. Podobnie jak reduktaza P5C z ryzu, MtP5CR réwniez jest dekamerem (Rys.
1A,B). W oparciu o dane strukturalne po raz pierwszy mozliwa byta molekularna
interpretacja preferencji roslinnych reduktaz P5C do koenzymu NADPH, a nie do NADH (Rys.
1C,D). Analiza pokazata, ze wysoce zachowawcza w roslinnych reduktazach P5C petla L3
oddziatuje z grupg fosforanowg przytaczong do 02'-rybozy NADP(H), co wyjasnito wyzsze
powinowactwo do NADPH (Rys. 1D). Obserwacja strukturalna zostata réwniez w ramach tej
pracy zweryfikowana poprzez testy enzymatyczne MtP5CR, ktore wykazaty 12-krotnie
nizszg warto$¢ Km (app) dla NADPH niz dla NADH. Podobnie jak w przypadku enzymoéw z ryzu
i A. thaliana, NADP+ silnie hamowal konwersje P5C do proliny w przypadku, gdy NADH byt
koenzymem. Dlatego biorgc pod uwage obserwacje strukturalne sparowane z
fizjologicznymi stezeniami zredukowanych i utlenionych postaci obu koenzyméw, jest
wysoce nieprawdopodobne, aby NADH mogt by¢ koenzymem dla roslinnych reduktaz P5C in
vivo.

Kolejng wazng obserwacja podczas badan reduktaz P5C bylo pokazanie miejsca
wigzania jondéw chlorkowych (Rys. 1D) w pozycji grupy karboksylowej proliny zwigzanej w
centrum aktywnym MtP5CR (publikacja H3). W testach in vitro niskie stezenia Cl- miaty
wptyw stymulujacy na aktywno$¢ zalezng od NADPH, podczas gdy wysokie stezenia Cl-
hamowaty MtP5CR. Warto podkresli¢, iz identyfikacja anionu chlorkowego byta mozliwa
dzieki danym dyfrakcyjnym zarejestrowanym przy diugosci fali 1,7196 A. Mapy réznic
anomalnych policzone z uzyciem tych danych, wielko$¢ piku gestosci elektronowej oraz jego
chemiczne otoczenie zdecydowanie wskazaly pozycje anionu chlorkowego.

Kolejng ciekawa obserwacjg byto znalezienie czasteczki sktadnika buforu 3-(N-
morfolino) propansulfonianu (MOPS) przy centrum aktywnym MtP5CR. W zwigzku z tym
zbadaliSmy wtasciwo$ci hamujace niektorych sulfonianéw. Okazato sie, Ze inny popularny
sktadnik buforéw 2-[4-(2-hydroksyetylo)piperazyn-1-ylo]etanosulfonian (HEPES) moze by¢
obiecujacym kandydatem jako poczatkowy szkielet w projektowaniu nowych inhibitoréw
ro$linnych reduktaz P5C.

Warto réwniez wspomnie¢, ze miejsce wigzania koenzymu, ktore pokazatem dla
MtP5CR, byto inne niz pokazane wcze$niej dla ludzkiej reduktazy P5C (Meng et al., 2006).
Wiele jednak wskazuje na to, ze wynik otrzymany przez Meng i wsp. oparty byt na btednej
analizie map gestosci elektronowej. Pdzniejsza praca (Christensen et al, 2017)
zweryfikowata strukture ludzkiego enzymu i potwierdzita, Ze ludzka reduktaza P5C wigze
koenzym podobnie do MtP5CR.
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4.C.2. Okreslenie struktur przestrzennych pierwszego i dwoch ostatnich
enzymow szlaku biosyntezy histydyny u roslin oraz oddzialywan tych biatek z
malymi czasteczkami o aktywnosci biologicznej (publikacje H4, H5, H6, H9)

o0
0 E NH,
-0~ = o
o- Feo ¢ f\) + _OOP %o o?b‘o'
o o=h ¢
00 '“/ [en
w 1 PRPP
HeY OH HO" YOH
HISN1 l EC 24217 |
o_p o
9% NH (/)‘p\(;)
o-B% N Ao (O
e <A J S—z
-6 oV NHo ToH PR-ATP
HO ©OH
l EC 3.6.1.31
Q
NH O'P\'?
o N A Oy <
HIsSN2 | og, < T ) S_Z
< o. NTN"HO  OH
PR-AMP
l EC 3.54.19
o
o P
o8 < I ,NHQ Bl B
e N 2~
N ProFAR
HISN3 l EC 5.3.1.16
0.
_'.P‘o N NAN o "‘\o"’\'c,)
EE N H owo 9 PRFAR

HO  ©OH

¢ HISN4 ‘ EC24.2-413-

oK Qi__,,O‘
Mo ee
HN OH

EC4.21.19

yYOIvV

HISNS

Q
-0

N N\
i i AP

HISNG l EC26.1.9

(- -
e}

N R

v O OF HOLP

H<Nm

HISN7 l EC3.1.3.15

/N OH
R m HOL

HISN8 l EC1.1.1.23

(e}
/NJ/\/Lo- His
H<N l NH;*

Wieloetapowy szlak biosyntezy L-histydyny
(dalej: histydyny) jest czeScia pierwszorzedowego
anabolizmu archeondw, bakterii, nizszych eukariontow
i roslin. Szlak rozpoczyna sie od 5-fosforybozylo-1-

- pirofosforanu (PRPP) i tréjfosforanu adenozyny (ATP),

co jednocze$nie iaczy metabolizm aminokwaséw i
nukleotydow (Fink, 1964; Winkler, 1996). U roSlin
wystepuje enzymow, dla
nazywanych kolejno HISN1-8, przy pominieciu
rzeczywistych funkgcji katalitycznych (Rys. 2). Pierwszy
enzym szlaku (HISN1) jest hamowany allosterycznie
przez produkt koncowy (histydyne) ktéra kontroluje
wydajnos$¢ szlaku na zasadzie ujemnego sprzezenia
zwrotnego (Stepansky and Leustek, 2006). Kolejne
enzymy szlaku (HISN2-8) katalizujg dziesie¢ reakcji
(Rys. 2), dzieki temu, ze HISN2, HISN4 i HISN8 s3g
dwufunkcyjne (Stepansky and Leustek, 2006).

w poréwnaniu do odpowiednikow
bakteryjnych nasza wiedza o ro$linnych enzymach
biosyntetyzujacych histydyne jest znacznie
ograniczona. Moje badania byty nakierowane na
zapetnienie tej luki w wiedzy. Co ciekawe, enzymy z
réznych kroélestw sa czesto dos¢ odlegtymi homologami
albo nawet nalezg do niepowigzanych rodzin. Oznacza
to, Zze pomimo podobnej ogdélnej organizacji szlakow
biosyntezy histydyny,
pomiedzy bakteryjnymi i roslinnymi enzymami. Idac
dalej, nalezy podkresli¢, ze zwierzeta (i ludzie) nie
syntetyzujg histydyny -

osiem uproszczenia

istnieja znaczne roéznice

jest ona aminokwasem
egzogennym. Oznacza to, Ze szlak biosyntezy histydyny
wydaje sie obiecujgcym celem dla projektowania np.
antybiotykow, herbicydéw i Srodkéw

Rysunek 2. Roslinny szlak biosyntezy histydyny. Osiem
enzymow (HINS1-8) katalizuje jedenascie reakcji (HISN2,4,8 s3
dwufunkcjonalne). HISN1 jest allosterycznie hamowany przez
histydyne.
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przeciwgrzybiczych (Gohda et al, 2001; Lunardi et al., 2013; Jastrzebowska and Gabriel,
2015). Bakterie sa jednak zdolne pozyskiwac histydyne z otoczenia (Bender, 2012), co
zmniejsza zainteresowanie tym szlakiem w KkontekScie projektowania antybiotykdéw.
Pozyskiwanie histydyny przez ro$liny jest jednak znacznie trudniejsze, wiec rozwijanie
herbicydéw blokujacych HISN1-8 mozna traktowac jako obiecujace. Co wiecej, u roslin
enzymy szlaku biosyntezy histydyny zazwyczaj s3 kodowane przez pojedyncze geny
(Stepansky and Leustek, 2006; Ingle, 2011). Warto tu réwniez zauwazy¢, ze blokowanie
réoznych etapdw szlaku biosyntetycznego nie tylko wstrzymuje tworzenie produktu
koncowego (tutaj histydyny), ale takze powoduje nagromadzenie produktéw posrednich.
Takie podejscie moze zwiekszy¢ efekt toksyczny. Na przykiad ortolog HISN8 w
Mycobacterium tuberculosis zostatl uznany za jeden z 50 najlepszych cel6w molekularnych u
szczepow catkowicie lekoopornych (Aguero et al., 2008).

W swojej pracy opisatem struktury trzech enzymaéw szlaku biosyntezy histydyny z M.
truncatula HISN1 (publikacja H9), HISN7 (publikacja H4) i HISN8 (publikacja H6). Poza moja
praca tylko struktury HISN5 z Arabidopsis thaliana zostaly opublikowane przez inng grupe
(Glynn et al, 2005; Bisson et al., 2015). Dzieki moim badaniom ukazano nowe cechy
enzymow, nigdy nie obserwowane dla bakteryjnych homologéw.

Enzymy biosyntetyzujgce histydyne w roslinach sg zlokalizowane w chloroplastach,
jednak ich sekwencje kodowane s3g przez genomowe DNA, co zwieksza ztoZonos¢ projektu.
Jest to spowodowane Kkonieczno$cig eliminowania peptydéw sygnalnych, ktére s3
nieuporzadkowane, a przez to utrudniatyby badania strukturalne. Znalezienie optymalnego
punktu odciecia musi z jednej strony wyeliminowac¢ nieuporzadkowany N-koniec, a z drugiej
pozostawi¢ nienaruszong strukture enzymu dla zachowania funkcji biologicznej. In vivo
peptydy sygnalne sg rowniez obcinane. Niestety, bioinformatyczne przewidywanie punktu
odciecia czesto zawodzi, przez co wiele konstruktéw biatkowych nalezy sprawdzi¢
eksperymentalnie i zoptymalizowac.

Na pierwszym etapie biosyntezy histydyny, ATP i PRPP w obecnos$ci enzyméw HISN1
o aktywnosci transferazy fosforybozylo-ATP (ATP-PRT, EC 2.4.2.17), tworza fosforybozo-
ATP (PR-ATP, Rys. 2). Enzymy ATP-PRT podlegajg hamowaniu zwrotnemu przez histydyne,
ktéra allosterycznie wiaze sie miedzy domenami regulatorowymi. Roslinne ATP-PRT s3
podobne do jednego z dwoch typdw ich odpowiednikéw bakteryjnych, mianowicie do tzw.
dtugich ATP-PRT. W wyniku swoich badan scharakteryzowatem biochemicznie i
strukturalnie ATP-PRT z Medicago truncatula (MedtrATP-PRT1, Rys. 3, publikacja H9). Co
wazne, s3a to, jak dotychczas, jedyne struktury enzymu ATP-PRT z organizmu
eukariotycznego, a rozwigzatem je eksperymentalnie za pomocg metody dyfrakcji anomalnej
przy pojedynczej diugosci fali (ang. single-wavelength anomalous diffraction, SAD)
(Hendrickson et al., 1989), wykorzystujac krysztaty biatka znakowanego selenometionina.

Otrzymane  przeze mnie dwie  struktury  Kkrystaliczne, prezentujace
homoheksameryczny enzym w formie luznej (z ang. relaxed, R-, Rys. 3A,B) i w formie zwartej

11



Zatacznik 3A - Autoreferat w j. polskim

Rysunek 3. Struktura MedtrATP-PRT1 (MtHISN1). Forma luzna (panele A, B) i zwarta (C,D) tego
homoheksamerycznego enzymu pokazana jest z prostopadtych uje¢ z podjednostkami przedstawionymi
jako réznokolorowe powierzchnie. Zaznaczono rdwniez miejsca wigzania histydyny (allosteryczne), AMP,
oraz region ,,zawiasu”, gdzie dochodzi do zmiany konformacji gtéwnego taricucha peptydowego (trans-cis).
Szczegdty oddziatywan His, AMP oraz zmiane cis-trans pokazano w odpowiednich panelach E-G.
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(z ang. tense, T-, Rys. 3C,D), czyli zwigzanej z histydyng i AMP (Rys. 3EF), pozwolity
zaobserwowaé kluczowe cechy MedtrATP-PRT1. PrzejSciu pomiedzy stanem R- i T-
towarzyszg wyrazne zmiany konformacyjne, ktére obejmuja ruchy catych domen i swego
rodzaju ,zamykanie” enzymu (Rys. 3A-D). Ta zmiana konformacji jest réwniez zwigzana z
odwrdéceniem wigzania peptydowego z konformacji trans na cis (pomiedzy Met271 i Gly272,
Rys. 3G) w regionie ,zawiasu” MedtrATP-PRT1. C-konhcowa a-helisa, nieobecna w bakteriach,
wzmacnia ,zawias”, ktory tworzg dwa fragmenty tancucha polipeptydowego. W rezultacie
konformacje stanéw R i T znacznie réznig sie od odpowiadajacych im stanéw bakteryjnych
enzymoéw ATP-PRT o znanych strukturach tréjwymiarowych. Ma to bardzo duze znaczenie
przy projektowaniu matych czasteczek majgcych stymulowa¢ bagdz hamowa¢ aktywnos$¢
roslinnych HISN1 w sposéb specyficzny. Opcja stymulowania HISN1 jest bardzo ciekawa,
poniewaz pokazano, Ze podniesione stezenie komorkowe wolnej histydyny, ktéra moze
chelatowaé¢ metale ciezkie, zwieksza np. tolerancje na nikiel u A. thaliana (Wycisk et al,,
2004). Dzieki temu rosliny o wysokiej zawartosci wolnej histydyny moglyby by¢ stosowane
do fitoremediacji, tj. do usuwania zanieczyszczen z gleby.

Wazng obserwacja na bazie T-MedtrATP-PRT1 byto zlokalizowanie 5’-monofosforanu
adenozyny (AMP) w miejscu aktywnym (Rys 3F). Sposdb wigzania jest dos¢ podobny do
pokazanego dla biatek bakteryjnych i jest zgodny z kompetycyjnym modelem inhibicji przez
AMP. Cho¢ sam AMP nie powodowat inhibicji w moich badaniach kinetycznych, to obecnos¢
AMP nawet pieciokrotnie zwiekszata czuto$¢ na histydyne. Innymi stowy, AMP wywotywato
jedynie efekt synergistyczny w obecnosci histydyny. Regulacja aktywno$ci w zalezno$ci od
AMP pozwala komoérkom kontrolowa¢ kosztowng metabolicznie produkcje histydyny w
odpowiedzi na zmiany stosunku ATP/AMP, ktéry z kolei odzwierciedla ich stan
metaboliczny.

Kolejne scharakteryzowane przeze mnie biatko z roslinnego szlaku biosyntezy
histydyny (publikacja H4), HISN7 to fosfataza fosforanu histydynolu (z ang. histidinol
phosphate phosphatase, HPP, EC 3.1.3.15). HPP to przedostatni enzym w tym szlaku
metabolicznym (Rys. 2). Katalizuje on defosforylacje fosforanu L-histydynolu (HOLP) do L-
histydynolu. HPP zostaty w roslinach odkryte stosunkowo niedawno. Bardzo ciekawy jest
fakt, ze roslinne HPP wyewoluowaly z zupetnie innej rodziny biatek niz wiekszos¢
bakteryjnych HPP (Petersen et al., 2010; Ruszkowski and Dauter, 2016). Roslinne HPP sg
spokrewnione z fosfatazami monofosforanu inozytolu (IMPazami). W swojej pracy
zidentyfikowatlem HPP z M. truncatula (MtHPP), bazujac na najwyzszej identycznoSci
sekwencji z enzymem A. thaliana. Aktywno$¢ enzymatyczng zweryfikowatem poprzez testy
biochemiczne, ktére pozwolity na wyznaczenie parametrow kinetycznych. MtHPP jest zdolny
do hydrolizy nieorganicznego fosforanu z HOLP, ale nie z fosforanu D-myo-inozytolu,
gtéwnego substratu klasycznych IMPaz.

Bazujagc na strukturach krystalicznych, odniostem mechanizm katalizy
enzymatycznej, zaprezentowany wcze$niej dla IMPaz i dopasowatem do roslinnego HPP
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(Rys. 4A,B). Domena
odpowiedzialna za Kkatalize,

N-terminalna,
jest bardziej
zblizona do katalitycznego fragmentu IMPaz. Z
kolei C-terminalna domena, znacznie réznigca
sie od IMPaz, odpowiada za specyficznos¢
rozpoznawania substratu, tj. pozwala enzymom
rozr6zni¢ HOLP od fosforanu D-myo-inozytolu.
W swojej pracy zaproponowatem, iz obecnos$¢
zachowanego u roslin asparaginianu (Asp246 w

MtHPP) pozwala MtHPP na specyficzne
wigzanie HOLP (Rys. 4B).
MtHPP w roztworze tworzy

homodimery (Rys. 4A), co stwierdzitem na
podstawie filtracji Zelowej i analizy kontaktow
w sieci krystalicznej z zastosowaniem serwera
PISA (Krissinel and Henrick, 2007). W
strukturze MtHPP zaobserwowatem niezwykte
miedzyczasteczkowe pomiedzy
resztami cysteiny jednej podjednostki dimeru i
lizyny z drugiej podjednostki (Rys. 4C).
Poddanie krysztatéw HISN7 kontaktowi z
parami formaldehydu, ktéry jest znany z
sieciowania pierwszorzedowych amin i tioli,
postuzyto jako walidacja natury chemiczne;j
tych ,mostkéw”. Wyniki wskazuja, Ze tancuchy
boczne lizyny 1 cysteiny tgczy grupa
metylenowa. Funkcja tego kowalencyjnego
mostka jest trudna do interpretacji. Natomiast
ich obecnos¢ w MtHPP zainspirowata mnie do
poszukania podobnych wigzan w innych
biatkach. W PDB zidentyfikowali$my liczne
przyktady podobnych mostkow w biatkach,
ktére sg ze sobg niespokrewnione (publikacja
H5). Co warto podkresli¢, w kazdym przypadku
mostki

wigzanie

te zostaly pominiete,
zdeponowanych modelach jak i publikacjach.
Nalezy tutaj zwrdci¢ uwage, iz niedawno
ukazata sie publikacja krytykujaca nasze
badania na temat mostkéw Lys-CH2-Cys (Wang,
2019). Dr  Wang, uzywajac metod

Rysunek 4. Struktura MtHPP (MtHISN7). W
panelu A pokazano dimer MtHPP, z miejscem
aktywnym zaznaczonym przez pozycje substratu,
zarowno w fosforanu L-histydynolu (HOLP). Szczegbtowe
wigzanie HOLP, z zaznaczeniem oddziatujgcych
reszt aminokwasowych, pokazano w panelu B.

Panel C ilustruje mostki Lys-CH,-Cys na
interfejsie pomiedzy podjednostkami MtHPP;
pokazano mape gestosci elektronowej 2mF,-DF,
na poziomie 2 ©.
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obliczeniowych, zaproponowat, Ze to atomy tlenu wigzg lizyny i cysteiny, tzn. wigzanie Lys-
0-Cys. Krotko po jej ukazaniu wydaliSmy odpowiedZ na tamach czasopisma Protein Science
(Ruszkowski and Dauter, 2019). WskazaliSmy w niej kluczowe przeoczenie ze strony dra
Wanga, ktéory swoich analiz dokonat na naszej strukturze z krysztatu traktowanego
formaldehydem, co sugeruje niepoprawno$¢ zastosowanej metody. Wazne jest rdwniez, iz
jak dotychczas nie zostaly pokazane uktady wigzan C-N-O-S-C w zadnych trwatych zwigzkach
chemicznych, podczas gdy uktadéw C-N-CH2-S-C jest bardzo wiele.

Ostatni enzym szlaku biosyntezy histydyny, czyli HISN8 katalizuje dwie reakcje
utleniania L-histydynolu do aldehydu histydynowego i dalej do histydyny (Rys. 2). Jest wiec
dehydrogenazg L-histydynolu (z ang. histidinol dehydrogenase, HDH, EC 1.1.1.23). HDH do

I Y253
il

Rysunek 5. Struktura MtHDH (MtHISNS). Trzy orientacje homodimeru MtHDH zaprezentowano w panelu
A, z zaznaczeniem miejsc wigzania koenzymu (NAD*). Szczegdty oddziatywania z NAD* (szary) i histydyng
(His, czarny model kulkowo-precikowy) pokazano w panelu B. Pokazane potozenie histydyny odpowiada
potozeniu substratu, L-histydynolu (HOL, nie pokazano), zidentyfikowanemu w kolejnej strukturze. Zielona
siatka wokdt koenzymu to mapa gestosci elektronowej typu OMIT (mFo-DFc) na poziomie 4 o.
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katalizy zuzywa dwie czasteczki NAD* na kazdy cykl. Jako reprezentanta roslinnych HDH
wybratem enzym z M. truncatula (MtHDH), ktory wykrystalizowatem w trzech kompleksach:
(i) z imidazolem, (ii) z histydynolem oraz (iii) w kompleksie z NAD* i histydyna (publikacja
H6). Juz na podstawie sekwencji mozna bylo zauwazy¢, Zze podobienstwo pomiedzy
ro$linnymi i bakteryjnymi ortologami HISNS8 jest znacznie wyzsze niz np. w przypadku
enzymoéw HISN7. Struktury MtHDH (Rys. 5A) potwierdzity podobienstwo do bakteryjnych
HDH. Niemniej jednak, oprdcz pierwszej roslinnej struktury HDH, po raz pierwszy udato mi
sie pokaza¢ reorganizacje enzymu towarzyszace wigzaniu koenzymu NAD*. Co wiecej,
zademonstrowatem niejasne wcze$niej, katalitycznie istotne umiejscowienie koenzymu, tzn.
takie, ktore umozliwiatoby przekazanie anionu wodorkowego z histydynolu na NAD* (Rys.
5B). Ma to bardzo duze znaczenie, poniewaz jak dotychczas najbardziej skuteczne inhibitory
bakteryjnych HDH miaty wigzac¢ sie czeSciowo w miejscu histydynolu a czeSciowo koenzymu.

4.C.3. OKreslenie struktur przestrzennych hydroksymetylotransferazy
serynowej oraz aminotransferazy fosfoserynowej (publikacje H7 i H8)

Réwniez L-seryna (dalej: seryna) ma znacznie szersze funkcje metaboliczne niz jako

sktadnik budulcowy biatek. Sposréd nich, szczegdlnie interesujace jest wytwarzanie
fragmentéw jednoweglowych (Kalhan and Hanson, 2012; Ros et al, 2014). Fragmenty
jednoweglowe s3 wymagane do syntezy kluczowych metabolitéw, takich jak np. tymidylan
czy metionina. Wiekszos¢ fragmentéow jednoweglowych w komoérce powstaje wskutek
aktywnos$ci hydroksymetylotransferaz serynowych (SHMT, EC 2.1.2.1). SHMT odwracalnie
przeksztatcaja seryne w glicyne podczas przeniesienia grupy metylenowej na
tetrahydrofolian (THF), w wyniku czego powstaje 5,10-metylenotetrahydrofolian (5,10-
meTHF). 5,10-meTHF jest bezposrednim przenos$nikiem fragmentéw jednoweglowych,
wykorzystywanym przez enzymy wielu szlakdw metabolicznych. Istnieje Scisty zwigzek
pomiedzy metabolizmem seryny a regulacja proliferacji komdérek i nowotworzeniem (Amelio
et al, 2014a; Amelio et al.,, 2014b; Antonov et al,, 2014; Labuschagne et al., 2014). Co wiecej,
wiele dowoddw zgodnie wskazuje, ze wtasnie aktywnos¢ SHMT jest kluczowa dla szybko
proliferujacych komérek (Girgis et al., 1997; Townsend et al., 2004; Wu et al., 2017). Wysokie
znaczenie tych enzymow odzwierciedla fakt, ze na enzymy SHMT nakierowane jest
projektowanie $rodkéw przeciwnowotworowych, antybiotykéw i herbicydéw. Stawia to
wyniki moich badan w szerszym Swietle niz metabolizm roslin.
Ros$liny zawierajg izoformy SHMT w cytozolu, mitochondriach, chloroplastach i jadrach
(Zhang et al, 2010). Dla poréwnania, u ludzi wystepuja tylko formy cytozolowe i
mitochondrialne. Takie zrdéznicowanie jest interesujgce ze wzgledu na potencjalng
mozliwos$¢ projektowania matoczasteczkowych inhibitoréw, specyficznie nakierowanych na
konkretne izoformy SHMT.
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i = \ THE 1
Rysunek 6. Struktura MtSHMT3. Homotetramery MtSHMT3 pokazano jako powierzchnie w panelu A oraz
z zaznaczeniem elementoéw struktury drugorzedowej (wstgzki) w panelu B. Potozenie grupy prostetycznej,
fosforanu pirydoksalu (PLP) wskazuje lokalizacje miejsc aktywnych. Panele C-H przedstawiajg zmiany
konformacyjne (ze szczegdlnym naciskiem na Tyr143* i Tyr144*) podczas poszczegdlnych etapdw reakcji:
(C) nieaktywna forma bez PLP; (D) aktywna podjednostka — wewnetrzna aldimina PLP-Lys; (E) zewnetrzna
aldimina PLP-Ser; (F) zewnetrzna aldimina PLP-Gly; (G) wewnetrzna aldimina PLP-Lys z wolng glicynga. Panel
H pokazuje natozenie etapdéw, a z6tty, pétprzejrzysty model THF pochodzi z natozenia struktury mysiego
SHMT (PDB ID: 1eji, (Szebenyi et al., 2000)).
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W publikacji H7 zaprezentowatem strukture MtSHMT3 z chloroplastow M. truncatula.
Rozwigzatem j3, stosujac nowatorskie podejscie do rozwigzywania problemu fazowego
poprzez nasaczanie krysztalow selenomocznikiem (Luo, 2016), a nastepnie stosujac
protokét SAD (Hendrickson et al., 1989). MtSHMT3 w roztworze tworzy tetramer. Tak jak
inne biatka SHMT nalezy do klasy a enzymoéw zaleznych od PLP (Rys. 6A,B). MtSHMT3 wigze
grupe prostetyczng PLP w centrum duzej domeny, czemu towarzysza wytacznie lokalne
zmiany konformacyjne (Rys. 6C). Dla poréwnania, w ludzkim izoenzymie mitochondrialnym
(hmSHMT) zaobserwowano znaczne reorganizacje domen i zmiane formy oligomerycznej
podczas wigzania PLP, podczas gdy dla ludzkiej izoformy cytozolowej (hcSHMT) zauwazono
jedynie lokalne zmiany (Giardina et al., 2015).

Nastepnie, na podstawie struktur krystalicznych, otrzymanych w wyniku nasgczania
krysztatéw MtSHMT3 seryng (pod nieobecno$¢ THF), pokazatem stany posrednie reakcji
niezaleznej od THF (Rys. 6D-H). Przebieg reakcji stanowit dowdd, ze enzym zachowat
aktywnos$¢ w Kkrysztale. Kompleks z zewnetrzng aldiming PLP-seryna ujawnit unikalng
konformacje, gdzie grupa hydroksylowa PLP-seryny tworzy wigzanie wodorowe z Tyr144*
(* oznacza reszte aminokwasowa z symetrycznej podjednostki) i jest w konformacji
synperiplanarnej do karboksylowego atomu wegla PLP-seryny. Taka konformacja sugeruje,
ze Tyr144*, aktywowana przez grupe karboksylowa PLP-seryny (deprotonacja On), moze
by¢ zasadg odrywajaca proton w niezaleznej od THF reakcji.

Bardzo ciekawa nowa cecha zaobserwowana na podstawie szeregu struktur
MtSHMT3 to jednoczesny ruch Tyr143* i Tyr144* skorelowany z etapem reakcji
enzymatycznej. Udato mi sie pokaza¢, ze Tyrl143* przyjmuje konformacje gotowa do
zwigzania THF w stanach, w ktérych ten kosubstrat jest wymagany w miejscu aktywnym
(zewnetrzne aldiminy PLP-seryna i PLP-glicyna). Z drugiej strony, w kompleksach
wewnetrznej aldiminy PLP (i z wolng glicyng) tanicuch boczny Tyr143* jest obrécony o okoto
90°, co zapobiegatoby wigzaniu THF. Ta skoordynowana zmiana konformacyjna tyrozyn
powinna zosta¢ uwzgledniona przy projektowaniu inhibitoréow SHMT. Co wiecej, roslinne
SHMT sg bardziej podobne do ssaczych izoform niz do homologéw bakteryjnych. Pozwala to
przypuszczal, ze uzyskane wyniki, w tym funkcja odpowiednikow konserwatywnych
Tyr143-144, moga réwniez odnosic sie np. do ludzkich enzymodw.

W temacie enzymow zaangazowanych w metabolizm seryny zbadaliSmy i opisaliSmy
takze kolejny enzym, mianowicie aminotransferaze fosfoserynowa (PSAT) z A. thaliana
(publikacja H8). Zaprezentowane przez nas struktury krystaliczne AtPSAT1 dostarczajg
szczegb6towych informacji na temat konwers;ji 3-fosfohydroksypirogronianu w fosfoseryne.
Poszerzajg one wiec nasza wiedze na temat tzw. fosforylowanej $ciezki biosyntezy seryny w
roslinach.

AtPSAT1 jest dimerycznym enzymem zaleznym od PLP. Podobnie jak inne
aminotransferazy typu o, AtPSAT1 wigze grupe prostetyczng (PLP) wewnatrz duzej domeny
(Rys. 7). Otrzymane w ramach projektu trzy struktury krystaliczne AtPSAT1 na r6znych
etapach katalizy pokazaly kolejno wewnetrzng aldimine PLP, kompleks z fosforanem
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pirydoksaminy (PMP) oraz posredni stan geminalnej diaminy PLP-fosfoseryna (Rys. 7B).
Dzieki tym strukturom mogliSmy precyzyjnie przesledzi¢ zmiany konformacyjne w

sgsiedztwie katalitycznej lizyny, ktore towarzyszg transformacji z wewnetrznej aldiminy do
kompleksu PMP. PokazaliSmy takze zamknietg konformacje petli, niezbedng do stabilizacji
geminalnej diaminy. PrzejScie od otwartej do zamknietej konformacji petli
najprawdopodobniej stabilizuje zwigzanie 3-fosfohydroksypirogonianu, a po reakcji utatwia
dysocjacje fosfoseryny.

Rysunek 7. Struktura AtPSAT. Dwie orientacje homodimeru zaprezentowano w panelu A; pozycja miejsca
aktywnego (ukrytego pod powierzchnig) jest zaznaczona przez czarny prostokat w prawej czesci panelu.
Szczegotowe oddziatywanie pokazano w panelu B dla formy geminalnej diaminy PLP-fosfoseryna (model
precikowo-kulkowy; atomy wegla sg z6tte dla PLP a zielone dla fosfoseryny).

4.C.4. OKkreslenie sposobu wigzania chemioterapeutykéw antyfolianowych
przez cytozolowa i mitochondrialng izoforme hydroksymetylotransferazy
serynowej (publikacja H10)

Jak powyzej wspomniano, hydroksymetylotransferazy serynowe (SHMT)
odwracalnie przeksztatcaja seryne w glicyne w reakcji, ktérej towarzyszy konwersja THF w
5,10-meTHF. In vivo 5,10-meTHF jest gtbwnym nos$nikiem jednostek jednoweglowych, ktore
komoérki wykorzystujga do biosyntezy nukleotydéw jak i do innych kluczowych procesow.
Powigzane szlaki biosyntetyczne s hiperaktywowane w komodrkach nadmiernie
proliferujacych (np. w tkankach rakowych). Dlatego SHMT sa celem dla rozwoju nowych
chemioterapeutykéw, poniewaz bardzo prawdopodobne jest zahamowanie wzrostu
komoérek rakowych poprzez ograniczenie puli dostepnego 5,10-meTHF.

Metotreksat (MTX) i pemetreksed (PTX) to dwa przyktady antyfolianéw, ktore
stosowane s3 jako chemioterapeutyki w leczeniu wielu rodzajow nowotwordéw. Ich celem
molekularnym sg inne enzymy zwigzane z cyklem folianowym, przede wszystkim reduktaza
dihydrofolianowa i syntaza tymidylanowa. W swojej pracy zaprezentowatem struktury
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krystaliczne roslinnych biatek SHMT z cytozolu i mitochondriéw w kompleksach z MTX i PTX
(publikacja H10, Rys. 8). Ludzkie izozymy istnieja w tych samych przedziatach
komorkowych, jednak trudniej krystalizuja, a ich krysztaly rozpraszaja wigzke
promieniowania rentgenowskiego do nizszych rozdzielczos$ci, co utrudnia interpretacje map
gestosci elektronowej. Dzieki wspotpracy z grupa dra Roberto Contestabile (Uniwersytet
Sapienza, Rzym) udato sie nam pokaza¢ hamowanie badanych SHMT przez MTX i PTX
poprzez analize Kinetyczng. Warto podkresli¢, ze roslinne izozymy cytozolowy i
mitochondrialny wykazywaly sie podobnymi cechami do ludzkich SHMT z tych samych
przedzialow komorkowych. Otrzymane struktury krystaliczne pokazaty natomiast w sumie
trzy sposoby wigzania MTX (Rys. 8A-C) oraz dwa dla PTX (Rys. 8D,E). Bardzo ciekawa
obserwacja byta kluczowa rola pary tyrozyn odpowiadajacych przedstawionym powyzej
(publikacja H7, Rys. 6H) w wigzaniu antyfolianéw. Na podstawie struktur udato sie
stwierdzi¢, ze PTX tworzy wiecej oddzialywan z enzymem, co potwierdzaja silniejsze
wilasciwosci inhibicyjne. Mozna wiec stwierdzi¢, ze PTX jest lepszym Kkandydatem
poczatkowym w rozwoju nowych antyfolianéw nakierowanych na SHMT.

W komorce foliany i antyfoliany ulegajg poliglutamylacji, ktéra powoduje zatrzymanie
ich w przedziatach komoérkowych, réwnocze$nie zwiekszajagc ich powinowactwo do
enzymow. W zwigzku z tym jest wysoce prawdopodobne, Ze in vivo poliglutamylowany PTX
hamuje SHMT. Co wiecej, rozw6j lekéw zaczynajacy sie od uznanych lekéw daje duza szanse
na powodzenie. Takie podejscie jest poparte cytatem Sir James Whyte Black’a, odkrywcy
propranololu i cymetydyny, ktory powiedzial, ze najbardziej owocna podstawa do odkrycia
nowego leku jest rozpoczecie od starego leku (z ang. ,the most fruitful basis for the discovery
of new drug is to start with an old drug”).

Pragne tutaj zaznaczy¢, ze po zakonczeniu prac nad manuskryptem opisujacym
powyzsze wyniki, juz w trakcie recenzji ukazata sie publikacja pokazujaca kompleksy
ludzkiego biatka hmSHMT z PTX i lometrexolem (Scaletti et al., 2019). Obrazuje to duza
konkurencje oraz dynamiczny postep na froncie poszukiwania i projektowania
chemioterapeutykéw nakierowanych na enzymy SHMT.
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PTX

Rysunek 8. Wigzanie metotreksatu (MTX) i pemetreksedu (PTX) przez roslinne izoformy
hydroksymetylotransferazy serynowej (SHMT). Panele A, B, D oraz E przedstawiajg izoforme
mitochondrialng (AtSHMT2); izoforma cytozolowa (AtSHMT4) jest pokazana na panelu C. Zielone siatki
pokazujg mapy gestosci elektronowe]j typu polder na poziomie 4.5 o, policzone w objetosci 5 A od
ligandéw. Wolna seryna (panele B i E) jest zaznaczona na fioletowo. Wzory strukturalne naturalnego
substratu (tetrahydrofolianu, THF) oraz MTX i PTX zaprezentowano w panelu F.
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4.D. Podsumowanie najwazniejszych osiggnie¢ habilitanta w

przedstawionym cyklu publikacji

1. Otrzymatem pierwsze struktury krystaliczne roslinnych reduktaz P5C. Na ich podstawie
mozliwe byto:

a) Pokazanie oligomeryzacji.

b) Wyjasnienie preferencji uzywanego koenzymu (NADPH vs. NADH).

c) Pokazanie miejsca wigzania anionu chlorkowego ktéry, w zaleznosci od stezenia,
moze stymulowac¢ lub hamowac¢ enzym.

d) Zaproponowanie zwigzkéw sulfonowych jako potencjalnych inhibitoréw
ro$linnych reduktaz P5C.

2. Otrzymatem pierwsze struktury krystaliczne roslinnej transferazy fosforybozylo-ATP.
Pokazaty one szereg zmian konformacyjnych towarzyszacych transformacji z formy
Juznej” do ,napietej”, w szczegblnosci odwrdécenie konformac;ji szkieletu peptydowego z
trans na cis. Wigzanie histydyny w miejscu allosterycznym i AMP w centrum aktywnym
wyjasniajg molekularne podstawy regulacji aktywno$ci enzymu.

3. Po raz pierwszy otrzymane struktury krystaliczne fosfatazy fosforanu histydynolu typu
roslinnego pokazaty architekture miejsca aktywnego i wyjas$nity podstawy specyficznosci
enzymow z tej rodziny.

4. Zaobserwowane tworzenie sie kowalencyjnego mostka pomiedzy tanicuchami bocznym
lizyny i cysteiny okazato sie wystepowac w innych strukturach dostepnych w PDB.

5. Struktury dehydrogenazy L-histydynolu, réwniez pokazane po raz pierwszy dla
roslinnego enzymu, pozwolity zobaczy¢ koenzym zwigzany w miejscu, ktére umozliwia
przebieg reakcji. Ponadto, dzieki wyznaczonym przeze mnie strukturom, mozliwe byto
przes$ledzenie zmian konformacyjnych, ktére towarzysza wigzaniu koenzymu.

6. Pierwsze struktury krystaliczne hydroksymetylotransferazy serynowej z roslinnego
Zzrodta pokazaty architekture enzymu i przebieg reakcji niezaleznej of THEF.
Skoordynowana zmiana konformacji dwoch reszt tyrozylowych najwyrazniej precyzyjnie
kontroluje wigzanie THF tak, by ten ostatni nie blokowat dostepu do centrum aktywnego.

7. Struktury aminotransferazy fosfoserynowej, takze nieznane wczes$niej dla zadnej rosliny,
pokazaty dynamiczne fragmenty strukturalne enzymu oraz ich stabilizacje spowodowang
wigzaniem ligandu.

8. Pokazalem sposob wigzania chemioterapeutykéw antyfolianowych do cytozolowej i
mitochondrialnej izoformy SHMT. Dane strukturalne, poparte eksperymentami
kinetycznymi, pozwalajg stwierdzi¢, Zze pemetreksed (PTX) jest obiecujaca czasteczka
poczatkowaq dla rozwoju inhibitoré6w SHMT.

Opisane osiggniecie naukowe jest bazowane na tgcznie 22 depozytach w PDB (patrz punkt
5.4.) oraz szeregu innych eksperymentow.
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4.E. Omowienie ewentualnego wykorzystania osiggnietych wynikow

Przedstawione w cyklu publikacji wyniki pogtebiaja nasze zrozumienie roslinnego
metabolizmu. Aktywno$¢ badanych w prezentowanym osiggnieciu naukowym enzymow,
zaangazowanych w metabolizm aminokwaséw, jest niezbedna do prawidtowego
funkcjonowania komorki roslinnej. Z tego powodu enzymy te s3 obiecujace dla
projektowania specyficznych inhibitoréw. Takie matoczasteczkowe zwiagzki, specyficznie
nakierowane na konkretne enzymy, moga sta¢ sie skutecznymi herbicydami. Warto
zauwazyC, ze odporno$¢ na glifosat (RoundUp), ktéry jest najczeSciej stosowanym
herbicydem, staje sie alarmujacym zagrozeniem dla $wiatowej produkcji zywnosci. W
zwigzku z tym konieczne jest poszukiwanie lub projektowanie nowych herbicydow.

Bazujac na przedstawionych przeze mnie strukturach, mozliwe bedzie racjonalne
projektowanie nowych matoczgsteczkowych zwigzkéw, nakierowanych na konkretne
enzymy. Warto zauwazy¢, Ze metody opracowane dla projektowania lekow, ktoére pozwalaja
znacznie usprawnic ten proces, bazujg wtasnie na strukturach krystalicznych. Dzieki temu
zwieksza sie szanse na odkrycie skutecznych zwigzkow, a droga od idei do wdrozenia jest
kroétsza i tansza.

Otrzymane struktury enzyméw SHMT z chemioterapeutykami antyfolianowymi
charakteryzuja sie wyzsza rozdzielczo$cia niz warianty ludzkie. Przewaga wyzszej
rozdzielczosci umozliwia m.in. zlokalizowanie czgsteczek wody, posredniczacych w sieci
wigzan wodorowych pomiedzy biatkiem a antyfolianami. Dlatego wyniki mogg postuzy¢ do
selekcji i projektowania zaré6wno herbicydéw nakierowanych na SHMT jak i nowych lekéw
antynowotworowych.

Badania nad ro$linnym szlakiem biosyntezy histydyny, a szczegélnie nad jego
pierwszym etapem, majg dodatkowe potencjalne zastosowanie. Mianowicie wykazano, ze
podniesione stezenie komoérkowe wolnej histydyny, uzyskane w wyniku nadaktywnosci
ATP-PRT zwieksza np. tolerancje na nikiel w A. thaliana (Wycisk et al.,, 2004). Dzieki temu
rosliny o wysokiej zawartos$ci histydyny moga by¢ stosowane do fitoremediacji, tj. usuwania
zanieczyszczen z gleby. Przedstawione w niniejszym osiggnieciu naukowym struktury
MedtrATP-PRT1 sg z pewnosScig koniecznym krokiem w kierunku tego zastosowania,
poniewaz pozwalajg np. na racjonalne projektowanie mutantow i matoczasteczkowych
aktywatorow roslinnych ATP-PRT.

23



Zatacznik 3A - Autoreferat w j. polskim

5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH
5.1. WyKkaz publikacji nie wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego

(nazwisko habilitanta jest wyttuszczone; * oznacza autora korespondencyjnego)

5.1.1. Prace opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora:

N15. Mao, S,, Sekula, B., Ruszkowski, M., Ranganathan, S. V, Haruehanroengra, P., Wu,
Y., Shen, F.,, & Sheng, ].* (2020). Base pairing, structural and functional insights into N4-
methylcytidine (m4C) and N4,N4-dimethylcytidine (m42C) modified RNA. Nucleic Acids
Research, 1-14.

N14. Grzechowiak, M., Sliwiak, J., Jaskolski, M., & Ruszkowski, M*. (2020). Structural
Studies of Glutamate Dehydrogenase (Isoform 1) From Arabidopsis thaliana, an Important
Enzyme at the Branch-Point Between Carbon and Nitrogen Metabolism. Frontiers in Plant
Science, 11, 1-17.

N13. Sekula, B.*, Ruszkowski, M., & Dauter, Z. (2020). S-adenosylmethionine
synthases in plants: Structural characterization of type I and Il isoenzymes from Arabidopsis
thaliana and Medicago truncatula. International Journal of Biological Macromolecules, 151,
554-565.

N12. Nogués, I, Tramonti, A, Angelaccio, S. Ruszkowski, M., Sekula, B, &
Contestabile, R.*  (2020). Structural and kinetic properties of serine
hydroxymethyltransferase from the halophytic cyanobacterium Aphanothece halophytica
provide a rationale for salt tolerance. International Journal of Biological Macromolecules, 159,
517-529.

N11. Ruszkowski, M*. (2020). Structural studies of Medicago truncatula proteins
participating in cytokinin signal transduction and nodulation. Rozdziat w ksiazce: “The model
legume Medicago truncatula”, edytor: Frans deBruijn, wydawnictwo: John Wiley & Sons, Inc.

N10. Ruszkowska, A., Ruszkowski, M., Hulewicz, |. P., Dauter, Z. & Brown J. A.* (2020).
Molecular structure of a UsA-U-rich RNA triple helix with 11 consecutive base triples. Nucleic
Acids Research, 48, 3304-3314.

N9. Grzechowiak, M., Ruszkowski, M., Szpotkowski, K., Sliwiak, ], Sikorski, M. &
Jaskolski, M.* (2019). Crystal structures of plant inorganic pyrophosphatase, a moonlighting
enzyme with autoproteolytic activity. Biochemical Journal, 476, 2297-23109.

N8. Nocek, B., Khusnutdinova, A., Ruszkowski, M., Flick, R.,, Burda, M., Batyrova, K,
Brown, G., Mucha, A., Joachimiak, A., Berlicki, L., & Yakunin, A.* (2018). Structural insights
into substrate selectivity and activity of bacterial polyphosphate kinases. ACS Catalysis, 8,
10746-10760.

N7. Ruszkowska, A., Ruszkowski, M., Dauter, Z., & Brown, J. A.* (2018). Structural
insights into the RNA methyltransferase domain of METTL16. Scientific Reports, 8, 5311.

N6. Sekula, B, Ruszkowski, M.*, Malinska, M., & Dauter, Z. (2016). Structural
Investigations of N-carbamoylputrescine Amidohydrolase from Medicago truncatula:
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Insights into the Ultimate Step of Putrescine Biosynthesis in Plants. Frontiers in Plant Science,
7,350.

N5. Ruszkowski, M., Sliwiak, ]., Ciesielska, A., BarciszewsKi, ]., Sikorski, M., & Jaskolski,
M.* (2014). Specific binding of gibberellic acid by Cytokinin-Specific Binding Proteins: a new
aspect of plant hormone-binding proteins with the PR-10 fold. Acta Crystallographica. Section
D, Biological Crystallography, 70, 2032-41.

5.1.2 Publikacje opublikowane podczas wykonywania pracy doktorskiej:

N4. Ruszkowski, M., Szpotkowski, K., Sikorski, M., & Jaskolski, M.* (2013). The
landscape of cytokinin binding by a plant nodulin. Acta Crystallographica Section D, Biological
Crystallography, 69, 2365-2380.

N3. Ruszkowski, M., Brzezinski, K., Jedrzejczak, R., Dauter, M., Dauter, Z., Sikorski, M.,
& Jaskolski, M.* (2013). M. truncatula histidine-containing phosphotransfer protein:
structural and biochemical insights into cytokinin transduction pathway in plants. The FEBS
Journal, 280, 3709-3720.

N2. Ciesielska, A., RuszkowsKki, M., Kasperska, A., Femiak, ., Michalski, Z., & Sikorski,
M.* (2012). New insights into the signaling and function of cytokinins in higher plants.
Biotechnologia, 93, 400-413.

5.1.3 Publikacje opublikowane podczas studiow magisterskich:

N1. Coutouli-Argyropoulou, E.*, Kyritsis, C., & Ruszkowski, M. (2009).
Diastereoselective cycloaddition of bromonitrile oxide to sugar derived chiral alkenes. A
possible route for the synthesis of higher deoxysugars. Arkivoc, 12, 181-192.

5.2. Badania realizowane po uzyskaniu stopnia doktora
(przedstawiono wybrane projekty)

Ludzka metylotransferaza 16 (METTL16) jest niedawno potwierdzong
metylotransferaza RNA. Odpowiada za ~20% epitranskryptomu N6-metyloadenozyny
(m6A). W ramach wspétpracy z laboratorium dr J. Brown (University of Notre Dame, USA)
prowadziliSmy badania strukturalne METTL16. Wcze$niej, w tym laboratorium odkryto, ze
METTL16 rozpoznaje specyficznie potrdjng helise RNA obecng w dtugim niekodujagcym RNA
MALAT1. MALAT1 jest zwigzany z onkogeneza, dlatego badania strukturalne METTL16 i
MALAT1 sg bardzo istotne. Poniewaz jak dotad nie udato sie uzyskac krysztatéw METTL16 o
petnej dtugosci, podzieliliSmy biatko na domeny. Dzieki temu wraz z dr A. Ruszkowska i dr J.
Brown, udato nam sie opisa¢ struktury N-koncowej domeny metylotransferazy METTL16 i
jej kompleksu z S-adenozylohomocysteing (publikacja N7). W ramach wspéipracy
pokazaliSmy takze po raz pierwszy strukture prawie kompletnego zwoju potrdéjnej helisy
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RNA (publikacja N10). Otrzymana struktura na bazie zmodyfikowanego fragmentu MALAT1
pozwolita opisa¢ parametry geometryczne takiej helisy.

Innym wartym wymienienia projektem, ktérym zajmowatem sie podczas stazu
podoktorskiego byty badania kinaz polifosforanowych z rodziny PPK2, ktére sg szeroko
rozpowszechnionymi u bakterii enzymami majacymi znaczenie w podstawowym
metabolizmie. PPK2 s3 odpowiedzialne za regeneracje ATP (lub GTP) z ich mono- i
difosforanowych pochodnych. Mechanizmy molekularne specyficznosci substratowej trzech
klas PPK2 i katalizy pozostawaly jednak nieznane. Wspélnie z dr. B. Nockiem (MCSG, Chicago,
USA), prof. A. Yakuninem (Univ. of Toronto, Kanada) przedstawiliSmy wyniki
kompleksowych badan biochemicznych i strukturalnych trzech PPK2 klasy III z réznych
bakterii. Oczyszczone biatka PPK2 katalizowaty zalezng od polifosforanu fosforylacje AMP,
ADP, GMP i GDP do odpowiednich difosforanéw i trifosforanéw nukleozydéw. Struktury
krystaliczne tych bialek w kompleksach z substratami, produktami, Mg2+ i inhibitorami
ujawnily miejsca i sposoby wigzania nukleotydéw. Struktury Kkrystaliczne PPK2 w
kompleksach z trzema inhibitorami arylofosfonianowymi wskazujg na obecno$¢ co najmniej
dwéch kieszeni, ktére moga potencjalnie by¢ wykorzystane w projektowaniu inhibitoréw.
Nasze odkrycia dostarczajg molekularnych podstaw do zrozumienia mechanizmoéw dziatania
kinaz PPK2. Moga przez to nakierowac projektowanie antybiotykdw oraz znalez¢
zastosowanie w biokatalizie. Wyniki zostaty opublikowane w bardzo prestizowym
czasopi$mie ACS Catalysis (publikacja N8).

5.3. Badania realizowane przed uzyskaniem stopnia doktora

Moja rozprawa doktorska dotyczyta hormonéw roslinnych (fitohormondéw), ktoére
odgrywajg kluczowa role w regulacji wzrostu i rozwoju roslin. Do hormondéw roslinnych
zaliczamy miedzy innymi auksyny, gibereliny, cytokininy, etylen i kwas abscysynowy. O ile
szlaki odpowiedzialne za transdukcje sygnatéw hormonalnych zostaty juz dla wielu z nich
zidentyfikowane, to nadal malo wiadomo na temat struktur niektoérych biatek w nie
zaangazowanych.

Najwazniejszym odkryciem przedstawionym w mojej pracy doktorskiej byto
pokazanie struktur krystalicznych noduliny 13 z M. truncatula (MtN13) w kompleksach z
czterema cytokininami. MtN13 zostalo zidentyfikowane w korze zewnetrznej brodawek
korzeniowych po nawigzaniu symbiozy rosliny z bakterig wigzacg azot (Gamas et al., 1998).
Brodawkowanie roslin bobowatych jest bardzo waznym procesem biologicznym. Pozwala
ono roslinom takim jak groch czy fasola pozyskiwac azot atmosferyczny na drodze symbiozy
z bakteriami. Wiadomo réwniez, ze hormony roslinne z grupy cytokinin biorg udziat w
brodawkowaniu (Frugier et al, 2008). Powstata wiec hipoteza, ze biatko MtN13 moze
oddziatywa¢ z cytokininami. MtN13 nalezy do klasy biatek zwigzanych z patogeneza
(Pathogenesis-related Class 10, PR-10). Pokazatem, ze MtN13 w kompleksach z trans-
zeatyna, 2-izopentenyloadening, kinetyng oraz 6-benzyloaminopuryng cytokininy zwigzane
sg glteboko w kieszeni wigzacej biatka, a oddzialywanie obu partneréw jest specyficzne.
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MtN13 to pierwsze w historii biatko klasy PR-10 wystepujace w roztworze jako dimer.
Potwierdzity to badania z zastosowaniem dynamicznego rozpraszania $wiatta (Dynamic
Light Scattering, DLS) oraz rozpraszania niskokgtowego (Small-angle X-ray scattering, SAXS).
Dimeryzacja MtN13 ma wazne znaczenie rowniez dla wigzania hormondw, poniewaz po
potaczeniu dwoéch czasteczek biatka, zwigzana cytokinina zostaje uwieziona we wnece, ktéra
zamyka druga podjednostka biatka. Publikacja na temat kompleksow biatka MtN13 z
cytokininami (N4) zostata wyrézniona na oktadce wydania Acta Cryst. D.

W swoim doktoracie uwage skupitem réwniez na biatkach uczestniczacych w
transdukcji sygnatu pochodzacego od cytokinin. W kaskadzie sygnatu uczestnicza: (i)
zakotwiczony w btonie komérkowej receptor (Cytokinin Receptor, CRE1), (ii) rodzina biatek
zawierajacych histydyne przenoszacych fosforan (Histidine-containing Phosphotransfer
Protein, HPt) oraz (iii) biatka regulacji odpowiedzi (Response Regulator, RR). Gdy receptor
zwigze cytokinine, zyskuje aktywno$¢ kinazy biatkowej i fosforyluje jedno z biatek HPt. To
ostatnie przenosi fosforan na biatko typu RR, wystepujace w jadrze. Rozwigzanie struktur
krystalicznych biatek nalezacych to tego szlaku byto jednym z celé6w mojej pracy doktorskie;.

Udato mi sie rozwigza¢ struktury krystaliczne dwoch biatek z rodziny HPt. Ich
zrédtem byta modelowa roslina bobowata, M. truncatula. Jedno z tych biatek (MtHPt1)
zostato rozwigzane z rozdzielczoécia 1,45 A. Przeprowadzitem takze badania biochemiczne
biatka MtHPtl w celu potwierdzenia jego aktywnos$ci w reakcji fosforylacji przez
rekombinowana domene CRE1. Autoradiografia z wykorzystaniem radioaktywnie
znakowanego tréjfosforanu adenozyny (ATP) wskazala na fosforylacje przez
wyprodukowang réwniez przeze mnie domene wewnatrzkomérkowgq receptora CRE1. Testy
z wykorzystaniem techniki termoforezy (Microscale Thermophoresis, MST) pozwolity z kolei
wyznaczy¢ statg dysocjacji kompleksu CRE1-HPt1 na poziomie 14 pM. Wyniki dotyczace
biatka MtHPt1 zostaty opublikowane w FEBS Journal (N3).

Kolejna struktura biatka (MtHPt2) zostata rozwigzana z subatomowa rozdzielczoscia
0,92 Ai opisana w rozdziale w ksigzce (N11). W momencie depozytu w PDB byta to najwyzsza
rozdzielczo$¢, do ktérej udokitadniona zostata struktura roslinnego biatka, pomijajac
strukture modelowej krambiny, ktora jest jednak trzykrotnie mniejsza od MtHPt2. Biatka
MtHPt1 i MtHPt2 majg helikalne zwoje, sktadajace sie z szeSciu a-helis. Aktywny tancuch
boczny histydyny fosforylowany przez kinaze receptorowa jest wyeksponowany na
zewnatrz rdzenia biatka. W roslinach wystepuje zawsze kilka homologow HPt. W M.
truncatula wystepuje az siedem biatek tego typu. Niektére z nich to inhibitory szlaku
transdukcji, ktore tacza sie w podobny sposéb do kinazy receptora, lecz nie posiadaja
aktywnej histydyny. Struktury przyblizyty nas do zrozumienia roli istnienia wielu form HPt i
sposobu ich rozpoznawania przez rdzne kinazy receptorowe.
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5.4 Lista struktur zdeponowanych w Protein Data Bank
(wpisy, na ktérych bazuje przedstawione osiggniecie naukowe sq wyttuszczone)

PDBID | Tytut Data
67TX Crystal .Structure of catalase HPIl from Escherichia coli (serendipitously 07.10.2020
I crystallized)
62TW Crystal .Structure of catalase HPIl from Escherichia coli (serendipitously 07.10.2020
— | crystallized)
67TV Crystal .Structure of catalase HPIl from Escherichia coli (serendipitously 07.10.2020
— crystallized)
6WY3 | Crystal structure of RNA-10mer: CCGG(N4,N4-dimethyl-C)GCCGG; P212121 form | 02.09.2020
6WY2 | Crystal structure of RNA-10mer: CCGG(N4-methyl-C)GCCGG 02.09.2020
6718 Crystal structure of RNA-10mer: CCGG(N4,N4-dimethyl-C)GCCGG; R32 form 02.09.2020
Crystal structure of serine hydroxymethyltransferase from Aphanothece
SYME halophytica in the PLP-internal aldimine state 03.06.2020
6YMD Crystal st.ruc'ture of serine hydroxymethyltransferase from Aphanothece 03.06.2020
— | halophytica in the covalent complex with malonate
Crystal structure of serine hydroxymethyltransferase from Aphanothece
SYME halophytica in the PLP-Serine external aldimine state 03.06.2020
6YEI Arabidopsis thaliana glutamate dehydrogenase isoform 1 in complex with NAD | 20.05.2020
6YEH Arabidopsis thaliana glutamate dehydrogenase isoform 1 in apo form 20.05.2020
6VCX Crystal structure of Arabidopsis thaliana S-adenosylmethionine Synthase 1 26.02.2020
— | (AtMAT1)
Crystal structure of Medicago truncatula S-adenosylmethionine Synthase 3A
6VCW (MtMAT3A) 26.02.2020
6VCZ Crystal structure of Arabidopsis thaliana S-adenosylmethionine Synthase 2 26.02.2020
=== | (AtMAT2)
Crystal structure of Arabidopsis thaliana S-adenosylmethionine Synthase 1
SvCY (AtMAT1) in complex with 5'-methylthioadenosine 26.02.2020
Crystal structure of Arabidopsis thaliana S-adenosylmethionine Synthase 2
vl (AtMAT2) in complex with S-adenosylmethionine and PPNP 26.02.2020
Crystal structure of Arabidopsis thaliana S-adenosylmethionine Synthase 2
vDo (AtMAT2) in complex with free Methionine and AMPCPP 26.02.2020
Crystal structure of Arabidopsis thaliana S-adenosylmethionine Synthase 2
vD2 (AtMAT2) in complex with S-adenosylmethionine 26.02.2020
6SMN A..thallana serine hydroxymethyltransferase isoform 2 (AtSHMT2) in complex 08.01.2020
— | with methotrexate
6SMR A..thallana serine hydroxymethyltransferase isoform 4 (AtSHMT4) in complex 08.01.2020
— | with methotrexate
6SMW A..thallana serine hydroxymethyltransferase isoform 2 (AtSHMT2) in complex 08.01.2020
— | with pemetrexed
6SVS Crystal Structure of U:A-U-rich RNA triple helix with 11 consecutive base triples | 01.01.2020
6MT2 Crystal structure of Inorganic Pyrophosphatase from Medicago truncatula (123 14.08.2019
— | crystal form)
6MT1 Crystal structure of Inorganic Pyrophosphatase from Medicago truncatula (R3 14.08.2019
— | crystal form)
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https://www.rcsb.org/structure/6ZTX
https://www.rcsb.org/structure/6ZTW
https://www.rcsb.org/structure/6ZTV
https://www.rcsb.org/structure/6WY3
https://www.rcsb.org/structure/6WY2
https://www.rcsb.org/structure/6Z18
https://www.rcsb.org/structure/6YME
https://www.rcsb.org/structure/6YMD
https://www.rcsb.org/structure/6YMF
https://www.rcsb.org/structure/6YEI
https://www.rcsb.org/structure/6YEH
https://www.rcsb.org/structure/6VCX
https://www.rcsb.org/structure/6VCW
https://www.rcsb.org/structure/6VCZ
https://www.rcsb.org/structure/6VCY
https://www.rcsb.org/structure/6VD1
https://www.rcsb.org/structure/6VD0
https://www.rcsb.org/structure/6VD2
https://www.rcsb.org/structure/6SMN
https://www.rcsb.org/structure/6SMR
https://www.rcsb.org/structure/6SMW
https://www.rcsb.org/structure/6SVS
https://www.rcsb.org/structure/6MT2
https://www.rcsb.org/structure/6MT1
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6DZG ilg;tal structure of polyphosphate kinase 2 class | (SMc02148) in complex with 10.07.2019
6B18 Crystal structure of PPK3 Class Il in complex with inhibitor 16.01.2019
Crystal structure of PPK2 (Class Ill) in complex with bisphosphonate inhibitor (2-
SALO ((3,5-dichlorophenyl)amino)ethane-1,1-diyl)diphosphonic acid 16.01.2019
6CZL Crystal structure of Medicago truncatula ATP-phosphoribosyltransferase in 15.08.2018
- relaxed form
6CZM Crystal structure of Medicago truncatula ATP-phosphoribosyltransferase in 15.08.2018
— | tense form
Crystal structure of Arabidopsis thaliana phosphoserine aminotransferase
ScX isoform 1 (AtPSAT1) in complex with PLP internal aldimine 23.05.2018
Crystal structure of Arabidopsis thaliana phosphoserine aminotransferase
6Czz isoform 1 (AtPSAT1) in complex with PLP-phosphoserine geminal diamine 23.05.2018
intermediate
6C2ZY Frystal structure of Atrabldop5|s th.allana -phosph.oserllne aminotransferase 23.05.2018
I isoform 1 (AtPSAT1) in complex with Pyridoxamine-5'-phosphate (PMP)
Crystal structure of Medicago truncatula serine hydroxymethyltransferase 3
Z 23.05.201
bcc (MtSHMT3) soaked with selenourea 3.05.2018
Crystal structure of Medicago truncatula serine hydroxymethyltransferase 3
5CDo (MtSHMT3), PLP-internal aldimine and apo form 23.05.2018
Crystal structure of Medicago truncatula serine hydroxymethyltransferase 3
D1 23.05.201
bcp1 (MtSHMT3), complexes with reaction intermediates 3.05.2018
6892 ;ﬁtal Structure of the N-terminal domain of human METTL16 in complex with 04.04.2018
6B91 Crystal structure of the N-terminal domain of human METTL16 04.04.2018
Crystal Structure of Medicago truncatula L-Histidinol Dehydrogenase in
VLD Complex with L-Histidine and NAD+ 20.09.2017
SVLC Crystal Stru.cture (?f I.Vl.edlcago truncatula L-Histidinol Dehydrogenase in 20.09.2017
— Complex with L-Histidinol
SVLB Crystal Stru.cture .of Medicago truncatula L-Histidinol Dehydrogenase in 20.09.2017
Complex with Imidazole
Crystal structure of Medicago truncatula N-carbamoylputrescine
2H8 amidohydrolase (MtCPA) in complex with cadaverine 20.04.2016
5H8| Crystal structure of Medicago truncatula N-carbamoylputrescine 20.04.2016
B amidohydrolase (MtCPA) in complex with N-(dihydroxymethyl)putrescine o
Crystal structure of Medicago truncatula N-carbamoylputrescine
2H8L amidohydrolase (MtCPA) C158S mutant in complex with putrescine 20.04.2016
Crystal structure of Medicago truncatula N-carbamoylputrescine
2HSK amidohydrolase (MtCPA) C158S mutant 20.04.2016
5EQ9 Crystal structure of Medicago truncatula Histidinol-Phosphate Phosphatase 30.03.2016
(MtHPP) in complex with L-histidinol phosphate and Mg2+ o
Crystal structure of Medicago truncatula Histidinol-Phosphate Phosphatase
SEQS (MtHPP) in complex with L-histidinol S0 201e
Crystal structure of Medicago truncatula Histidinol-Phosphate Phosphatase
EQ7 .03.201
SEQ7 (MtHPP) in complex with free phosphate 30.03.2016
SEQA Crystal structure of Medicago truncatula Histidinol-Phosphate Phosphatase 30.03.2016
(MtHPP) with intermolecular cross-link between Lys158 and Cys245 o
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https://www.rcsb.org/structure/6DZG
https://www.rcsb.org/structure/6B18
https://www.rcsb.org/structure/6AU0
https://www.rcsb.org/structure/6CZL
https://www.rcsb.org/structure/6CZM
https://www.rcsb.org/structure/6CZX
https://www.rcsb.org/structure/6CZZ
https://www.rcsb.org/structure/6CZY
https://www.rcsb.org/structure/6CCZ
https://www.rcsb.org/structure/6CD0
https://www.rcsb.org/structure/6CD1
https://www.rcsb.org/structure/6B92
https://www.rcsb.org/structure/6B91
https://www.rcsb.org/structure/5VLD
https://www.rcsb.org/structure/5VLC
https://www.rcsb.org/structure/5VLB
https://www.rcsb.org/structure/5H8J
https://www.rcsb.org/structure/5H8I
https://www.rcsb.org/structure/5H8L
https://www.rcsb.org/structure/5H8K
https://www.rcsb.org/structure/5EQ9
https://www.rcsb.org/structure/5EQ8
https://www.rcsb.org/structure/5EQ7
https://www.rcsb.org/structure/5EQA
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Crystal structure of Medicago truncatula (delta)1-Pyrroline-5-Carboxylate

B A1
3B5G Reductase (MtP5CR) in complex with NADP+ 11.11.2015
Crystal structure of Medicago truncatula (delta)1-Pyrroline-5-Carboxylate
BSF A1,
SBSE Reductase (MtP5CR) in complex with NAD+ Sl 0ts
Crystal structure of Medicago truncatula (delta)1-Pyrroline-5-Carboxylate
BSH 11.11.
BSH Reductase (MtP5CR) in complex with L-Proline 1.11.2015
Crystal structure of Medicago truncatula (delta)1-Pyrroline-5-Carboxylate
BSE A1,
SBSE Reductase (MtP5CR) 11.11.2015
4LUG Crystal structure of Inorganic Pyrophosphatase PPA1 from Arabidopsis thaliana |30.07.2014
Crystal Structure of Phytohormone Binding Protein from Vigna radiata in
4PSB . . . . 23.07.201
E— complex with gibberellic acid (GA3) 3.07.2014
4Q0K Crystal Strl{ctur.e of Phytohgrmone Binding Protein from Medicago truncatula in 23.04.2014
— | complex with gibberellic acid (GA3)
AJHH C‘ryst.al Structure of Medicago truncatula Nodulin 13 (MtN13) in complex with 04.12.2013
kinetin
JHI Crystal Structur‘e of Medicago truncatula Nodulin 13 (MtN13) in complex with 04.12.2013
— N6-benzyladenine
4GY9 Crys.tal Structure of Medlcggo truncatula Nodulin 13 (MtN13) in complex with 04.09.2013
- N6-isopentenyladenine (2iP)
Subatomic Resolution Crystal Structure of Histidine-containing Phosphotransfer
4G7 .07.
4678 Protein MtHPt2 from Medicago truncatula 24.07.2013
AIHG Crystal Str‘ucture of Medicago truncatula Nodulin 13 (MtN13) in complex with 20.03.2013
- trans-zeatin
3US6 Crystal Structure of Histidine-containing Phosphotransfer Protein MtHPt1 from 18.01.2012

Medicago truncatula
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https://www.rcsb.org/structure/5BSG
https://www.rcsb.org/structure/5BSF
https://www.rcsb.org/structure/5BSH
https://www.rcsb.org/structure/5BSE
https://www.rcsb.org/structure/4LUG
https://www.rcsb.org/structure/4PSB
https://www.rcsb.org/structure/4Q0K
https://www.rcsb.org/structure/4JHH
https://www.rcsb.org/structure/4JHI
https://www.rcsb.org/structure/4GY9
https://www.rcsb.org/structure/4G78
https://www.rcsb.org/structure/4JHG
https://www.rcsb.org/structure/3US6
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6. INFORMACJA O OSIAGNIECIACH DYDAKTYCZNYCH, ORGANIZACYJNYCH
ORAZ POPULARYZUJACYCH NAUKE LUB SZTUKE

6.1. Osiggniecia dydaktyczne

(sprawowana opieka naukowa nad studentami, lekarzami w toku specjalizacji lub
doktorantami w charakterze opiekuna naukowego lub promotora pomocniczego wraz z
wykazem przewodow doktorskich).

W trakcie wykonywania pracy doktorskiej miatem zaszczyt trafi¢ na doskonatych
mentoréw, ktérym bez watpienia zawdzieczam swoja pdZniejszg kariere. Dlatego po
uzyskaniu tytutu doktora dziatalnos¢ dydaktyczng skupitem na indywidualnym ksztatceniu
mtodszych naukowcéw. Przekazywatem im wlasne doswiadczenie w klonowaniu
molekularnym, produkcji i oczyszczaniu biatek, ich krystalizacji, rozwigzywaniu struktur
krystalicznych oraz stosowaniu metod biofizycznych, biochemicznych i bioinformatycznych.
W kazdym z czterech ponizej wymienionych przypadkéw efektem wspolnej pracy jest lub
bedzie przynajmniej jedna publikacja naukowa.

a) Funkcja opiekuna naukowego nad (wéwczas) mgr. Bartoszem Sekuta w trakcie jego
stazu w Synchrotron Radiation Research Section, Argonne, USA (marzec-wrzesien 2015).
Efektem wspotpracy byta wspdlna publikacja N6.

b) Funkcja opiekuna naukowego nad Ha Linh Tran w trakcie jej stazu w Zaktadzie
Krystalografii, IChB PAN w Poznaniu (lipiec-sierpien 2019). Efektem wspéipracy byto
rozwigzanie struktury krystalicznej fragmentu receptora cytokinin. Ha Linh Tran od lutego
2020 r. wykonywata prace magisterska pod moim nadzorem. Wraz z prof. Mariuszem
Jaskolskim bytem réwniez promotorem pracy magisterskiej Ha Linh Tran. Ha Linh od
pazdziernika 2020 rozpoczeta studia doktorskie w IChB PAN i bedzie kontynuowac swoja
kariere pod moja opieka. Po uzyskaniu stopnia doktora habilitowanego chciatbym zosta¢
promotorem Ha Linh Tran.

c) Funkcja opiekuna naukowego nad Natasza Paulish w trakcie jej stazu w Zaktadzie
Krystalografii, IChB PAN w Poznaniu (sierpien-wrzesienn 2019). Efektem wspotpracy byto
rozwigzanie struktury krystalicznej syntazy metylocysteiny pochodzenia roslinnego.

d) Funkcja opiekuna naukowego nad Wojciechem Witkiem, ktéry od wrzesnia 2019
jest doktorantem IChB PAN w Poznaniu, przyjetym w ramach kierowanego przeze mnie
projektu  SONATA. Po uzyskaniu stopnia doktora habilitowanego chcialbym zosta¢
promotorem Wojciecha Witka.
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6.2. Dzialalno$¢ organizacyjna

Kierowanie projektami finansowanymi ze zrédel zewnetrznych po uzyskaniu
stopnia doktora:

1. Kierownik projektu SONATA 14 nr 2018/31/D/NZ1/03630, finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki.
Budzet projektu: 1 442 800 zt

2. Kierownik projektu ,Welcome to Poland” finansowanego przez Narodowa Agencje
Wymiany Akademickiej.
Budzet projektu: 225 643 zt

3. Kierownik projektu bilateralnego finansowanego wspélnie przez Polska Akademie
Nauk (PAN) i Narodowg Rade Badan Naukowych Wtoch (CNR).
Budzet projektu: 12 000 €

Cztonkostwo w komisjach

1. Komisja ds. wprowadzania jezyka angielskiego w ICHB PAN.
2. Komisja sprzetowa w ICHB PAN.

7. INNE INFORMACJE

7.1. Wspoélpraca z instytucjami lub organizacjami, dzialajacymi w Kkraju i
Za granica
(podano tematyke wspétpracy)

1. Dr hab. Zbigniew Dauter, National Cancer Institute, Argonne, Stany Zjednoczone:
Wspétpraca skupia sie na aspektach metodologicznych w biologii strukturalne;.

2. Dr Bartosz Sekuta, National Cancer Institute, Frederick, Stany Zjednoczone:
Metabolizm seryny oraz jednostek jednoweglowych.

3. Dr Zhipu Luo, Uniwersytet Soochow, Chiny:
Strukturalne badania biatek zaangazowanych w mechanizmy obrony
przeciwwirusowej 2’-5’A.

4. Dr Jia Sheng, Uniwersytet w Albany, Stany Zjednoczone:
Strukturalne aspekty modyfikowanych kwaséw nukleinowych.

5. Dr Amr Kataya, Uniwersystet w Stavanger, Norwegia:
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Molekularne aspekty fosforegulacji w roslinnych peroksysomach.

6. Dr Robert Jedrzejczak, Midwest Center for Structural Genomics, Argonne, Stany
Zjednoczone:
Projektowanie wektorow do ekspresji bialek w réznych systemach i do réznych
zastosowan.

7. DrJessica A. Brown, Uniwersytet Notre Dame, Stany Zjednoczone:
Aspekty zwigzane z modyfikacja m6A w RNA.

8. Prof. Giuseppe Forlani, Uniwersytet w Ferrarze, Wtochy:
Enzymologia roslin ze szczegélnym naciskiem na enzymy metabolizmu proliny.

9. Prof. Alexander Yakunin, Uniwersytet w Toronto, Kanada; Uniwersytet Bangor, Walia:
Enzymologia stosowana, badania enzyméw o potencjalnym zastosowaniu
technologicznym.

10. Dr. Roberto Contestabile, Uniwersytet Sapienza, Rzym, Wtochy
Badania enzymo6w wykorzystujacych fosforan pirydoksalu.

11. Wspétpraca z synchrotronami i centrami mikroskopii elektronowej (Cryo-EM)
- BESSY Berlin, Niemcy
- EMBL Petra IIl, Hamburg, Niemcy
- Solaris, Krakow (cryo-EM)

7.2. Odbyte staze zagraniczne w oSrodkach naukowych lub akademickich,

(po otrzymaniu stopnia doktora)

06.2014 - 12.2018
Staz podoktorski (PostDoc) w: National Institutes of Health, National Cancer Institute,
Macromolecular Crystallography Laboratory, Synchrotron Radiation Research
Section, Argonne, Stany Zjednoczone. Nadzorujacy: dr hab. Zbigniew Dauter

(podczas wykonywania pracy doktorskiej)

09.2010-03.2011
Argonne National Laboratory, Synchrotron Radiation Research Section, Argonne,
Stany Zjednoczone, nadzorujacy: Dr. hab. Zbigniew Dauter

(podczas wykonywania pracy magisterskiej)

09.2007-07.2008
Uniwersytet Arystotelesa, Saloniki, Grecja, Wydziat Chemii, projekt LLP Erasmus,
nadzorujacy: Prof. Evdoxia Coutouli-Argyropoulou
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7. 3. Inna dzialalnos¢ naukowa
Bytem recenzentem jedenastu prac w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym:

Acta Crystallographica section D; liczba zrecenzowanych manuskryptow: 3
Acta Crystallographica section F; liczba zrecenzowanych manuskryptow: 2
Biochemical Journal; liczba zrecenzowanych manuskryptow: 1
Biochemistry; liczba zrecenzowanych manuskryptow: 1

Biochimie; liczba zrecenzowanych manuskryptow: 1

Communications Biology; liczba zrecenzowanych manuskryptow: 1
Emerging Topics in Life Sciences; liczba zrecenzowanych manuskryptéw: 1
FEBS Letters; liczba zrecenzowanych manuskryptow: 1

7.4. Wystapienia na konferencjach naukowych
(po otrzymaniu tytutu doktora)

Fascinating World of Bioorganic Chemistry, Poznan, 2019, wyktad na zaproszenie.
Gordon Research Conference: Enzymes, coenzymes and metabolic pathways,
Waterville Valley, NH, USA; 2018, poster.

Gordon Research Seminar: Enzymes, coenzymes and metabolic pathways, Waterville
Valley, NH, USA; 2018, poster.

CBBI Symposium, Notre Dame, IN, USA; 2018, poster.

Gordon Research Conference: Enzymes, coenzymes and metabolic pathways,
Waterville Valley, NH, USA; 2017, poster.

Gordon Research Seminar: Enzymes, coenzymes and metabolic pathways, Waterville
Valley, NH, USA; 2017, poster.

Gordon Research Conference: Enzymes, coenzymes and metabolic pathways,
Waterville Valley, NH, USA; 2016, poster.

Plant Biotic Stresses & Resistance Mechanisms II; Wieden, Austria; 2015, poster.
Mid-Atlantic Protein Crystallography Meeting; Baltimore, MD, USA; 2015, poster.

7.5. Udzial w specjalistycznych szkoleniach i warsztatach naukowych
(po otrzymaniu tytutu doktora)

Training in Computational Drug Design and Discovery, National Institutes of Health
Bethesda, USA, 5-8 listopada 2018.

Cryo-EM Instructional Workshop (dostep zdalny), National Cancer Institute
Frederick, USA, 10 maja - 28 czerwca 2018.

Beyond Rg: BioSAXS (small-angle X-ray scattering), Argonne, USA, czerwiec 2017.
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7.6. Wybrane nagrody i wyrdznienia
(po otrzymaniu tytutu doktora)

- Nominacja do Nagrody AgroBioTop, powotanej przez Komitet Biotechnologii Polskiej
Akademii Nauk ze wsparciem Bayer Sp z o. 0., 2020.

- Publikacja N10 wyrézniona oktadka w Nucleic Acids Research, 2020.

- Stypendium w Narodowym Instytucie Raka, Narodowe Instytuty Zdrowia, (National Cancer
Institute, National Institutes of Health) Stany Zjednoczone, 2014-2018.

- Stypendium dla mtodych badaczy z poznanskiego srodowiska naukowego, Poznan 2014.

- Praca doktorska obroniona z wyréznieniem, Poznan 2014.

mitey  Rosdkous (e,
(podpis wnioskodawcy)
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