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Ocena osiagniecia naukowego i dorobku naukowego oraz dziatalnosci organizacyjnej i
dydaktycznej p. doktora Mitosza Ruszkowskiego w zwigzku z ubieganiem sie o stopien

doktora habilitowanego w dziedzinie nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia

1. Sylwetka kandydata

Pan dr Milosz Ruszkowski konczyt w roku 2009 studia magisterskie na kierunku
chemia na Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Prace
magisterska wykonat pod kierunkiem prof. Henryka Koroniaka. W 2014 roku uzyskal w
Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu stopienn doktora nauk medycznych, na
podstawie wyroznionej pracy doktorskiej pt. ,Badania strukturalne i biochemiczne biatek
zaangazowanych w regulacje hormonalng u roslin”, ktérej promotorem by} dr hab. Michat
Sikorski. Temat pracy okreslit pole zainteresowan kandydata na dluzszy czas, badania
strukturalne bialek roslinnych stanowiq tez temat pracy po doktoracie. Staz podoktorski
pomyslany byt tak, by ten kierunek wzmocni¢. Kandydat spedzil lata 2014-2018 w
Synchrotron Radiation Research Section, Macromolecular Crystallography Laboratory,
National Cancer Institute, Argonne, Stany Zjednoczone w grupie prof. Dautera. Kandydat
odbyt tez dwa inne staze dlugoterminowe poza Polska. Po powrocie ze stazu podoktorskiego
Kandydat utrzymat zwigzek a IChB PAN w Poznaniu, otrzymujac tam w 2019 roku

stanowisko adiunkta, ktore piastuje do dzis.
2. Ocena osiagniecia naukowego.
W sklad osiagniecia naukowego zatytulowanego ,Struktura i molekularne mechanizmy

wybranych enzymoéw roslinnych szlakow metabolicznych aminokwaséw biatkowych”

wlaczono dziesie¢ prac z lat 2015-2019. Kandydat w wiekszosci z nich jest pierwszym



Autorem, tylko w trzech pracach nie. Co wiecej w tych 7 pracach jest tez Autorem
korespondujacym, zas w jednej jest Autorem jedynym, co zdarza sie dosy¢ rzadko. Prace
publikowane byly w czasopismach o wysokim IF, powyzej 4. W ich wyniku w bazie PDB
zdeponowano 22 struktury. Jak dotad prace te doczekaly sie 66 cytowan, co Swiadczy, ze
ciesza sie one zainteresowaniem waskiej grupy specjalistow. Kandydat szczegétowo opisuje
swoj wklad w powstanie kazdej publikacji i jest on bez watpienia kluczowy, obejmujacy
wszystkie etapy standardowo skladajace sie na wykonanie projektu naukowego, od
poczatkowej idei, pracy eksperymentalnej, do zakonczenia publikacyjnego. Wspoétautorzy
prac H1, H2, H3 i H5 opisuja swoj wklad w zgodzie z deklarowanym wkladem Autora. Do
publikacji H1, H2 wkiad dr Bartazziniego zostal opisany przez dra Forloniego, pierwszego
Autora tych prac. Oswiadczen wspoétautorow pozostatych prac kilkuautorskich H4, H6, H7,
H8, H10 brak (drs Dauter, Sekula, Ruszkowska, Contestabile, Nogues, Angelaccio,
Szczepaniak). Prof. Dauter opisal swéj wkiad w pracy H5, ale w pozostatych juz nie, nie byto
chyba ku temu przeszkdod? Trudno zrozumieC przyczyne niedopelnienia tej istotnej
formalno$ci, nawet jesli dr Ruszkowski jest w wiekszoSci z tych prac autorem
korespondujacym.

Tematyka prac, z jednym wyjatkiem, spdjnie skupia sie na badaniu wilasnosci strukturalnych
biatek roslinnych zwigzanych z metabolizmem aminokwasow, proliny, histydyny i seryny, w
zgodzie z tytulem osiaggniecia. Tak tez kandydat precyzuje swdj cel rozszerzajac pole
widzenia o kompleksy badanych biatek z ich niskoczasteczkowymi partnerami, substratami,
kofaktorami, czy regulatorami aktywnoSci. Autoreferat nie zawiera uzasadnienia

szczegoOlnego zainteresowania kandydata tq klasa biatek.

Opis osiagniecia podzielono na cztery sekcje, omawiajace wyniki dla kazdego z badanych
obiektéw: reduktazy 81-pirolino-5-karboksylanowej, pierwszego i dwdch ostatnich enzyméw
szlaku biosyntezy histydyny, cytozolowej i mitochondrialnej izoformy
hydroksymetylotransferazy serynowej oraz aminotransferazy fosfoserynowej. Na niemal 20
stronach szczegdltowo opisano uzyskane rezultaty, ilustrujac je w bardzo czytelny sposob.
Pierwszy obiekt, reduktaza P5C uczestniczy w ostatnim etapie obu szlakéw biosyntezy
proliny. Przedmiotem zainteresowania kandydata byly molekularne podstawy potranslacyjnej
regulacji jej aktywnosci, badane na poziomie struktur atomowych. Prace poprzedzita doglebna
analiza filogenetyczna, pozwalajaca wskaza¢ elementy biatka, ktére determinujq dimeryczng lub
dekameryczng forme oligomeryczng oraz opracowa¢ model minimalistycznej struktury reduktazy

oparty na znanych wcze$niej strukturach ortologéw bakteryjnych i ludzkich. Autoreferat wskazuje



wklad kandydata jako okreSlenie struktury P5C z ryzu z rozdzielczoscia 3,4 A. Te samgq strukture
opisano tez w drugiej publikacji (H2), opublikowanej w tym samym tomie, co publikacja H1,
trudno wiec rozdzieli¢ wkilad Autora do publikacjach H1 i H2. Prace te daly tez impuls do
okreslenia struktury reduktazy z Medicago truncatula, oraz kompleksow tego enzymu z NAD-,
NADP-+ i proling z dokladnoscig lepsza niz 2 A, co opisano w publikacji H3. Autoreferat
uzasadnia podjecie tych badan brakiem struktur krystalicznych roslinnych reduktaz P5C, przy
dostepnosci kilkunastu modeli strukturalnych reduktaz bakteryjnych i ludzkich, a szczeg6lnie
brakiem wiedzy o molekularnych podstawach potranslacyjnej regulacji aktywnosci tych bialek,
czy roli kofaktorow w tym procesie. Oryginalng obserwacjq okazato sie stwierdzenie preferencji
ros$linnych reduktaz P5C do wigzania koenzymu NADPH, uzasadnione detalami okre$lonych
przez Autora struktur biatek i nieoczekiwana zalezno$¢ aktywno$ci enzymu od obecnosci
kationéw i anionow i uzytego koenzymu.

Podobnie motywowany, brakiem specyficznej dla roslinnych enzyméw szlaku syntezy
histydyny, by} drugi blok tematyczny (publikacje H4-H9). Dodatkowym argumentem byta
konieczno$¢ syntezy histydyny w Swiecie roslin, czynigca szlak jej syntezy potencjalnym
celem projektowania herbicydow. Praca Kandydata poszerzyta spektrum dostepnych struktur
roslinnych enzymow szlaku histydyny o trzy pozycje, opisane w trzech publikacjach
(H4,H6,H9). Pozwolilo to na okreslenie cech szczegdlnych enzymdw roslinnych i ich
odrebnosci w stosunku do enzyméw bakteryjnych. Badania ujawnily tez wazne aspekty
regulacji tych enzymow.

Pierwszy z badanych enzyméw o aktywnosci transferazy fosforybozylo-ATP (ATP-PRT)
reprezentuje pierwszy etap szlaku biosyntezy histydyny i jest przez jej poziom regulowany.
Badania Autora pozwolily na rozwiazanie struktury pierwszego enzymu ATP-PRT z organizmu
eukariotycznego z uzyciem krysztalow biatka znakowanego selenometioning. Badania pozwolity
tez na zmapowanie miejsca wigzania histydyny i rozpoznanie zakresu zmian allosterycznych
towarzyszacych temu wigzaniu, ktore okazaly sie bardzo silne, obejmujgce ruchy catych domen i
zmiane topologii calego homooligomerycznego kompleksu, powodujaca ,,zamykanie” calej jego
struktury. Pokazano réwniez synergistyczny efekt obecnosci AMP i histydyny w miejscu
aktywnym, wskazujac na mechanizm regulacyjny, uzalezniajacy poziom produkcji histydyny w
od zmiany stosunku ATP/AMP. Badania ujawnily silne odmiennosci strukturalne enzymu
roslinnego, w porownaniu do bakteryjnych enzymoéw ATP-PRT o znanych strukturach
trojwymiarowych.

Z kolei, przedostatni w cyklu enzym, fosfataza fosforanu histydynolu (HPP), stanowi przyktad
molekularnej konwergencji ewolucyjnej, z odmiennymi Zrédtlowymi rodzinami biatkowymi w

przypadku bakterii i roslin, dodatkowo zwiekszajac warto$¢ uzyskanych rezultatow. Efekt



konwergencji pozwolil Autorowi na zaproponowanie przeniesienia mechanizmu katalitycznego,
zaprezentowanego wczesniej dla enzymow bakteryjnych na wilasng strukture. W toku analizy
dimerycznej formy enzymu badania Autora ujawnily istnienie nietypowego kowalencyjnego
mostka taczacego lizyny 158 jednego z monomerow z cysteinami 245 drugiego. Obserwacja ta
naprowadzita Autora na poszukiwanie podobnego mostka Lys-Cys w innych biatkach i
podsumowanie tych poszukiwan w odrebnej publikacji H5.

Rozwigzanie struktury trzeciego enzymu tego szlaku, dehydrogenazy L-histydynolu zamyka cykl
prac dotyczacych szlaku syntezy histydyny. Enzym ten zamyka tez szlak syntezy ostatnim
krokiem utleniania aldehydu histydynowego do histydyny. Okreslono struktury tego enzymu w
trzech wariantach kompleksu z imidazolem, histydynolem oraz w kompleksie z NAD" i
histydyng. Ujawniono podobienstwo z bakteryjnymi ortologami.

W ostatnim bloku tematycznym badano struktury przestrzenne hydroksymetylotransferazy
serynowej SHMT oraz aminotransferazy fosfoserynowej. Badania te maja szerszy wymiar ze
wzgledu na potencjalnie kluczowa role aktywnosci SHMT dla szybko proliferujacych komorek,
co powoduje zainteresowanie tymi enzymami jako ewentualnymi celami terapii. Strukture
SHMT =z chloroplastow M. truncatula rozwigzano stosujagc nasaczanie krysztatu
selenomocznikiem. Analiza serii wariantow kompleksu biatko-ligand ujawnita skorelowang z
etapem reakcji zmiane konformacyjng tyrozyn 143,144, ktéra powinna by¢ uwzgledniana przy
projektowaniu inhibitoréow tego enzymu. Autor podjat dziatania przyblizajace stworzenie nowych
antyfolianéw skierowanych na SHMT rozwigzujac struktury SHMT z M. truncatula ze
zwigzanymi dwoma zwigzkami kandydackimi, analogami kwasu foliowego: metotreksatem i
pemetreksedem wskazujac ten drugi zwiazek jako lepiej rokujacy. Takze rozwiazanie trzech
struktur aminotransferazy fosfoserynowej (PSAT) z A. thaliana na réznych etapach katalizy
rozszerzyto wiedze o fosforylowanej Sciezce biosyntezy seryny.

Rozprawa dokumentuje sukces kandydata w okre$laniu struktur serii nowych enzymow
roSlinnych w wielu wariantach ich komplekséw z niskoczasteczkowymi partnerami (w efekcie
zdeponowano w PDB 22 nowe struktury), co w Swietle znanych probleméw z uzyskiwaniem
dobrej jakosci krysztalow swiadczy o tym, ze Autor umie planowac i prowadzi¢ badania tak, by
zminimalizowa¢ ryzyko porazki. Rozwija swdj warsztat metodyczny siegajac po nowoczesne
podejscia krystalograficzne i oznaczenia biochemiczne. Znaczenie badain Autora wykracza poza
skatalogowanie serii nastepnych bialek roslinnych o poznanej strukturze, przyczynily sie do
lepszego zrozumienia mechaniki molekularnej proceséw enzymatycznych podstawowego
metabolizmu roslin, waznych nie tylko ze wzgledu na ich role w syntezie aminokwasow, jak
rowniez o znaczeniu wybiegajacym poza nauki podstawowe. Badania opisane w rozprawie

ujawnity bowiem informacje, ktére moga sie przyczyni¢ do tworzenia nowych terapeutykow.



3. Inne osiggniecia naukowe kandydata.

Autor legitymuje sie lacznie 24 publikacjami w recenzowanych czasopismach. Poza 9
wchodzacymi w sklad rozprawy, dokumenty wymieniaja 11 prac z okresu po uzyskaniu
doktoratu, 3 prace opublikowane w toku doktoratu i jedng z okresu studiow magisterskich.
Prace te bylo ogétem cytowane 148 razy (126 bez autocytowan), w tym prace zaliczone do
osiggniecia naukowego 66 razy. Daje to indeks Hirscha 9. Dorobek bibliometryczny Autora
jest adekwatny do etapu kariery naukowej, co wspiera 61 zdeponowanych w PDB struktur.
Nalezy tez podkresli¢ liczne kontakty i wspolne dzialania z innymi grupami badawczymi,
gléwnie spoza Polski (USA, Chin, Norwegii, Wtoch, Kanady). Kandydat regularnie
prezentuje wyniki swoich badan w formie posterow na znaczacych konferencjach, jest tez
dwukrotnym laureatem stypendium naukowego a jego praca doktorska zostata wyrdzniona.
Bierze tez udzial w specjalistycznych szkoleniach i warsztatach naukowych.

Prace powstale w toku doktoratu odzwierciedlajq jego temat. Dotycza roli i funkcjonowania
hormonéw rodlinnych regulujacych wzrost i rozwdj ro$lin. Autor zajatl sie badaniami
strukturalnymi bialek posredniczacych w transdukcji sygnalu pochodzacego od cytokinin.
Okreslit stan oligomeryczny noduliny z grupy bialek zwigzanych z patogeneza (Pathogenesis-
related Class 10, PR-10) i wskazal miejsce wigzania cytokinin we wnece, tworzonej przez dwa
monomery biatka. Oprocz krystalografii wykorzystywatl tez inne techniki takie jak SAXS, czy
DLS. Zainteresowanie kaskada cytokininowa naprowadzilo Autora na rodzine biatek
zawierajacych histydyne i przenoszacych fosforan (Histidine-containing Phosphotransfer Protein,
HPt). Udalo mu sie rozwigza¢ z bardzo wysoka rozdzielczos$cig struktury krystaliczne dwdch
biatek z rodziny HPt pochodzacych z modelowej rosliny, M. truncatula. Produkty biatkowe badat
tez innymi metodami biofizycznymi i biochemicznymi. Badania ujawnily cechy strukturalne

biatek z rodziny HPt rozpoznawanych przez r6zne kinazy receptorowe.

4. Aktywnos¢ dydaktyczna i popularyzatorska.
Dzialalnos¢ dydaktyczna Kandydata ogranicza sie do indywidualnego prowadzenia mtodszych
naukowcow z misjq przekazywania im bogatego doswiadczenia eksperymentatora. Kandydat
sprawowal opieke nad kilkoma stazystami, prowadzi} prace magisterska, obecnie sprawuje opieke
nad dwdjka doktorantébw, po nabyciu uprawnien moze zosta¢ ich promotorem. Miejsce
zatrudnienia Kandydata nie obliguje do szerszej dzialalnosci edukacyjnej.  Dzialalnos¢

organizacyjna z kolei sprowadza sie do peinienia funkcji kierownika w trzech projektach



grantowych. Kandydat by} tez czlonkiem komitetéw organizacyjnych trzech polskich konferencji.
Szersza dziatalno$¢ edukacyjne i organizacyjna nie sa na licie priorytetéw Kandydata. Recenzuje
publikacje dla takich czasopism, jak: Acta Crystallographica, Biochemical Journal, Biochemistry,

Biochimie, FEBS Letters, etc.
5. Whiosek koncowy

W podsumowaniu, zdaniem recenzenta dorobek przedstawiony jako osiagniecie naukowe p.
doktora Milosza Ruszkowskiego wypelnia z nawigzka wymagania stawiane w
postepowaniach w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego w dziedzinie nauk
Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne. Recenzent wnioskuje zatem o
nadanie p. doktorowi Miloszowi Ruszkowskiemu stopnia doktora habilitowanego w

dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne, oraz o

prof. dr hab. Michat Dadlez

wyroznienie tej rozprawy habilitacyjne;j.



