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p.t. ,Struktura i molekularne mechanizmy wybranych enzymoéw roslinnych szlakéw

metabolicznych aminokwaséw biatkowych.”
ORAZ AKTYWNOSCI NAUKOWEJ, DYDAKTYCZNEJ | POPULARYZATORSKIE)
DR MItOSZA RUSZKOWSKIEGO

W POSTEPOWANIU HABILITACYJNYM

Do oceny przedstawiono nastepujace materiaty: kopie dyplomu doktorskiego, autoreferat w
jezyku polskim, autoreferat w jezyku angielskim, wykaz pozostatych osiggnie¢ w tym wykaz
wszystkich opublikowanych prac, oswiadczenia wspdtautoréow o ich wkfadzie w publikacje oraz kopie

prac wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego.

Dr Ruszkowski uzyskat tytut magistra w roku 2009 na Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu. Prace doktorskg zatytutowang , Badania strukturalne i biochemiczne biatek
zaangazowanych w regulacje hormonalng u roslin” obronit z wyrdznieniem w roku 2014 w Instytucie
Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu. W latach 2014-2018 byt zatrudniony jako stazysta
podoktorski w Synchrotron Radiation Research Section, Macromolecular Crystallography Laboratory,
National Cancer Institute, Argonne, Stany Zjednoczone. Od 2019 jest zatrudniony jako adiunkt w

Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu.



OCENA OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

W skfad ocenianego osiggniecia wchodzi dziesie¢ prac:

Forlani, G., i wsp. Frontiers in Plant Science (2015) 6, 567.

Forlani, G.,| wsp. Frontiers in Plant Science (2015) 6, 565.

Ruszkowski, M.* i wsp. Frontiers in Plant Science (2015) 6, 869.

Ruszkowski, M.* i Dauter, Z. Journal of Biological Chemistry (2016) 291(19), 9960.
Ruszkowski, M.* i Dauter, Z. Protein Science (2016) 25, 1734.

Ruszkowski, M.* i Dauter, Z. Scientific Reports (2017) 7, 10476.

Ruszkowski, M.,* i wsp. Frontiers in Plant Science (2018) 9, 584.

Sekula, B., i wsp. Frontiers in Plant Science (2018) 9, 876.
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Ruszkowski, M.* Biochemical Journal (2018) 475, 2681.
10. Ruszkowski, M.,* i wsp. Scientific Reports (2019) 9, 19614.

Jest to duza liczba prac zgtoszonych, jako osiggniecie habilitacyjne. W niniejszej recenzji skupie
sie na tych publikacjach, ktére w mojej opinii s3 najwazniejsze wsrdd wskazanych powyzej i mogtyby
samodzielnie stanowi¢ podstawe wniosku o przyznanie stopnia doktora habilitowanego. Sg to prace
pierwszoautorskie dr Ruszkowskiego opublikowane w czasopismach o dobrym wspdtczynniku
oddziatywania i widzialnosci w nauce Swiatowej (Journal of Biological Chemistry czy Scientific
Reports). Warto podkresli¢, ze we wszystkich pracach pierwszoautorskich habilitant jest réwniez
autorem korespondujgcym, co Swiadczy o jego catkowitej samodzielnosci naukowej. Publikacje
wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego stanowig spdjny cigg badan dotyczacy strukturalnych i
mechanistycznych badan roslinnych enzyméw ze szlakéw syntezy proliny, histydyny i seryny. Element
wspdlny dla przedstawionych prac to metodyka badawcza, w ktdrej specjalizuje sie habilitant —
krystalografia biatkowa. Przestawione prace sg na bardzo wysokim poziomie merytorycznym i
technicznym. Prezentowane sg struktury przestrzenne wysokiej jakosci (wiele z nich zostato
okreslone przy wysokiej rozdzielczosci), a w wiekszosci projektdw rozwigzano kilka struktur z réznymi
ligandami, aby w petni zrozumie¢ mechanizm dziatania danego enzymu. Co wazne, w pracach tych
oprécz badan strukturalnych przeprowadzono badania kinetyki reakcji enzymatycznych, co jest
kluczowe dla potwierdzenia hipotez formutowanych na podstawie modeli krystalograficznych. W
publikacjach zwraca uwage bardzo staranne przygotowanie rycin prezentujgcych struktury, ktére

klarownie ilustrujg ich najwazniejsze elementy.

W pracy Ruszkowski, M. i wsp. Frontiers in Plant Science z roku 2015 habilitant jest pierwszym z

czterech autoréw. Praca opisuje struktury krystaliczne reduktazy &'-pirolino-5-karboksylanu (P5C),



ktéra katalizuje ostatni wspdlny etap dwdch Sciezek biosyntezy proliny u rodlin. Enzym tworzy
dekamery, a w pracy prezentowane s3 struktury w formie apo oraz komplekséw z NAD®, NADP" i L-
proling. Jedng z najwazniejszych konkluzji pracy jest identyfikacja mechanizmu preferencji fosforanu
dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADPH) jako kofaktora reduktazy P5C. Mechanizm ten
polega na specyficznym wigzaniu grupy fosforanowej w pozycji 2’ rybozy przez zachowang w ewolucji
petle biatka. Co ciekawe, struktury roslinnej reduktazy P5C pozwolity skorygowac btednie okreslony
sposéb wigzania kofaktora w enzymie ludzkim. Habilitant miat wiodgcy wktad do tej pracy.
Sfomutowat problem badawczy, zaplanowat i wykonat prace i oraz przygotowat manuskrypt. Jest

autorem korespondujacym.

W pracy Ruszkowski, M. i Dauter, Z. z roku 2016 opisano struktury nowoodkrytego enzymu
katalizujgcego przedostatni etap syntezy histydyny u roslin - fosfatazy fosforanu histydynolu (HISN7
wg. terminologii enzymdw z tej Sciezki). Struktura pokazata, ze ten dimeryczny enzym nie jest
spokrewniony z tego typu enzymami z prokariontéw i jest bardziej podobny do fosfataz
monofosforanu inozytolu. Podobnie jak w poprzedniej pracy, okreslono serie struktur komplekséw
biatka z substratem, produktem (L-histidynolem) i jonem fosforanowym (produktem ubocznym), co
pozwolito ustali¢ szczegéty mechanizmu katalizowanej przez enzym reakcji. Bardzo ciekawa jest
opisana w tej pracy obserwacja obecnosci kowalencyjnego potgczenia (mostka) miedzy tancuchami
bocznymi lizyny i cysteiny pochodzacymi z réznych podjednostek dimeru biatka. Wedtug mojej
wiedzy jest to pierwszy przyktad tego typu mostka w biatkach i stanowi fundamentalne odkrycie w
strukturze i biochemii biatek. Autorzy zinterpretowali to potgczenie, jako potgczenie grupa
metylenowg. Alternatywng interpretacje przedstawit Jimin Wang, ktdry na podstawie analizy gestosci
elektronowej dla struktur HISN7 zaproponowat, ze potgczenie zachodzi przez atom tlenu (Wang J,
Protein Science, 2019). W odpowiedzi habilitant wraz z dr Dauterem opublikowali analize dostepnych
struktur, ktdéra potwierdza wystepowanie mostka metylenowego w innych biatkach (praca
Ruszkowski, M. i Dauter, Z. Protein Science, 2016 wchodzgca w sktad osiggniecia habilitacyjnego).
Ciekawym wktadem do tej dyskusji jest ostania praca dotyczaca struktur tansladolazy rozwigzanych
przy rozdzielczosci ok. 1 A, w ktérej mediowany przez atom tlenu mostek miedzy lizyng a cysteing
opisany jest jako sensor potencjatu redoks (Wensien, Nature, 2021; 593, 460). Jest mozliwe, ze w
roznych biatkach sg obecne mostki NCS lub NOS. Ostateczne rozwigzanie tej fascynujgcej kwestii
bedzie mozliwe, kiedy zostang rozwigzane struktury, ktdrych zostang zwizualizowane atomy wodoru
mostka (obecne w grupie metylenowej, ale nie na atomie tlenu). Mozna to osiggna¢ przez okreslenie
struktur metodami dyfrakcji promieniowania rentgena przy rozdzielczoéciach ponizej 1 A lub

rozpraszania neutronow.



W pracy Ruszkowski, M. i Dauter, Z. Scientific Reports (2017) opisano struktury dehydrogenazy
L-histydynolu (HISN8), ostatniego enzymu Sciezki syntezy histydyny, ktory katalizuje dwie reakcje
utleniania. Przedstawiono struktury w kompleksie z imidazolem, histydynolem, oraz histydyng i
NAD®. Okre$lenie serii struktur pozwolito na kompletny opis wigzania substratéw oraz (po raz
pierwszy) kofaktora. Co wazne struktura z NAD+ pozwolita zwizualizowac katalityczne usytuowanie
kofaktora. Habilitant odpowiadat za wszystkie etapy przygotowania tej pracy i jest autorem

korespondujgcym.

W publikacji Ruszkowski, M., i wsp. Frontiers in Plant Science (2018) opisano badania struktury
hydroksymetylazy seryny, ktéra prowadzi przemiane seryny do glicyny w sposéb zalezny lub
niezalezny od tatrahydrofolianu. Enzym ten jest zaangazowany w kluczowy proces tworzenia tak
zwanych fragmentéw jednoweglowych, elementdéw sktadowych waznych metabolitdw. Praca opisuje
struktury chloroplastowej formy tego enzymu. Tworzy on dimer dimerdw. Okreslono struktury ze
zwigzang grupg prostetyczng fosforanem pirydoksalu, a takie po nasgczaniu seryna, ktdére
pozwolity szczegdtowo zwizualizowaé przebieg reakcji enzymatycznej, w tym zmiany konformacji
reszt centrum aktywnego. Habilitant odpowiadat za wszystkie etapy przygotowania tej pracy i jest

autorem korespondujgcym.

Habilitant jest jedynym autorem pracy Ruszkowski, M. Biochemical Journal z roku 2018. To
obecnie dos¢ rzadka sytuacja w pracach doswiadczalnych i swiadczy o catkowitej samodzielnosci
naukowej habilitanta. W pracy tej opisane sg struktury pierwszego enzymu sciezki syntezy histydyny
HISN1 (transferazy fosforybozylo-ATP), ktéry wytwarza fosforybozo-ATP i jest allosterycznie
hamowany przez histydyne. Sg to obecnie jedyne struktury tego enzymu z eukariontéw. Habilitant
rozwigzat struktury dwodch standw tego heksamerycznego enzymu, znaczgco rdznigcych sie
konformacja: tzw. luznej i zwartej. Enzym przyjmuje forme zwartg po zwigzaniu AMP i histydyny a
struktury pozwolity wyjasni¢ szczegéty zmian konformacyjnych miedzy dwoma formami. W
badaniach kinetycznych AMP, ktéry wigze sie do centrum aktywnego, zwiekszat czuto$¢ enzymu na
hamowanie przez histydyne. Dzieki temu mechanizmowi enzym moze byé regulowany przez stan

energetyczny komorki.

Ostatnia omawiana praca to Ruszkowski, M., i wsp. Scientific Reports (2019). Opisuje badania
mitochondrialnej izoformy hydroksymetylotransferazy serynowej, ktora przeksztatca seryne do
glicyny wraz z przeniesieniem grupy metylenowej na tetrahydrofolian. Ludzki enzym jest obiecujgcym
celem do tworzenia lekéw przeciwnowotworowych. Dwa z takich lekéw to Metotreksat (MTX) i

pemetreksed  (PTX). Praca  opisuje  struktury przestrzenne  komplekséw  roslinnej



hydroksymetylotransferazy serynowej w kompleksie z MTX i PTX. Biorgc pod uwage duze
podobienstwo kieszeni wigzacej inhibitor w biatku roslinnym i ludzkim (Fig. 8 publikacji), biatko
roslinne moze by¢ dobrym modelem wigzania liganda. Habilitant odpowiadat za wszystkie etapy

przygotowania tej pracy i jest autorem korespondujgcym.

Prace doswiadczalne habilitanta sg na bardzo wysokim poziomie technicznym i zawierajg
ogromng ilos¢ danych strukturalnych wysokiej jakosci. Wktad koncepcyjny w planowanie
doswiadczenr sSwiadczy o naukowej samodzielnosci habilitanta. Osiggniecie naukowe dr
Ruszkowskiego oceniam bardzo wysoko i w mojej opinii spetnia ono wymogi do nadania stopnia

doktora habilitowanego.

POZOSTALY DOROBEK NAUKOWY, DYDAKTYCZNY | ORGANIZACYJNY ORAZ POPULARYZACIA
NAUKI

Oprécz prac wchodzacych w skfad osiggniecia habilitacyjnego, dr Ruszkowski wykazat 15 prac
opublikowanych po uzyskaniu stopnia doktora. Wsréd nich jest praca dotyczaca struktury ludzkiej
metylotransferazy 16 (METTL16), ktdra ostatnio budzi wiele zainteresowania, jako jeden z gtéwnych
enzymow modyfikujgcych mRNA. Praca jest efektem wspdtpracy z laboratorium dr J. Brown z
University of Notre Dame. Habilitant wykazat 4 prace opublikowane podczas wykonywania pracy

doktorskiej. Catkowity dorobek publikacyjny dr Ruszkowskiego oceniam wysoko.

Imponujaca jest liczba struktur w bazie Protein Data Bank, ktérych wspoéfautorem jest dr

Ruszkowski. Wedtug odpowiedniego wyszukiwania w bazie https://www.rcsb.org/ jest to obecnie 66

struktur (odpowiednia tabela zamieszczona jest réwniez w autoreferacie). Udziat w rozwigzaniu tak
duzej liczby struktur musiat sie wigza¢ z duzym naktadem pracy. Dopracowanie kazdej struktury do
jakosci wymaganej do zdeponowania w PDB jest Zzmudne i czasochfonne. Dr Ruszkowski kieruje
obecnie projektem NCN SONATA, jest tez laureatem grantu powrotowego NAWA. Osiggniecia
dydaktyczne habilitanta ograniczajg sie do opieki naukowej nad stazystami/magistrantami. Jest to
typowe dla osdb pracujgcych w instytucjach, ktére catkowicie koncentrujg sie na badaniach

naukowych.

Podsumowujac oceniam, ze caty pozostaty dorobek naukowy dr Ruszkowskiego spetnia

wymogi do nadania stopnia doktora habilitowanego.


https://www.rcsb.org/

WNIOSKI KONCOWE
Biorgc pod uwage osiggniecia dr Mitosza Ruszkowskiego przedstawione w ocenianych

dokumentach, z petnym przekonaniem popieram jego wniosek do Rady naukowej Instytucie Chemii

Bioorganicznej PAN o nadanie stopnia naukowego doktora habilitowanego nauk biologicznych w

dyscyplinie biologia.
Biorgc pod uwage, fakt, ze habilitant opublikowat serie wartosciowych prac naukowych, w

ktdrych petni role autora korespondujgcego, wnioskuje nagrodzenie rozprawy stosowana nagrods.

Prof. dr hab. Marcin Nowotny
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