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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. Wojciecha Witka pt. , Structural Biology of the Histidine
Biosynthetic Pathway in Plants”

Wykonanej w Zakladzie Biologii Strukturalnej Eukariontéw, Instututu Chemii Bioorganicznej
PAN w Poznaniu pod kierunkiem dr. hab. Milosza Ruszkowskiego prof. ICHB PAN

Rozprawa doktorska pod tytulem , Structural Biology of the histidine biosynthetic pathway in
plants” przygotowana przez mgr. Wojciecha Witka porusza istotny temat szlaku biosyntezy
histydyny w roslinach, ze szczeg6lnym uwzglednieniem badan wykorzystujacych modelowa rosline
nalezaca do rodziny bobowatych z gatunku lucerny Medicago truncatula,.

Struktura przedstawionej pracy doktorskiej opiera si¢ na wprowadzeniu do tematyki
biosyntezy histydyny oraz oméwieniu wynikéw badani przedstawionych w czterech artykutach
naukowych. Praca jest dobrze skonstruowana, skiada sie z 13 rozdzialéw, obejmujacych obszerny
wstep, szczegétowa metodologie, rozdzial z wynikami oraz koricowa dyskusje. Podzial pracy na
takie sekcje jak wprowadzenie, oméwienie znaczenia badan, cele pracy oraz opis metodologii utatwia
zrozumienie zlozonosci prowadzonych badari. Najwazniejszym elementem pracy sa jednak
zalaczone publikacje naukowe, ktore stanowia trzon dorobku naukowego Doktoranta. W Rozdziale
10 Autor skupia sie na syntetycznym omoéwieniu wynikéw stanowigcych podstawe zalaczonych
publikacji. Catos¢ dopelnia rozdziat z wnioskami oraz perspektywami przysztych badarn, co w mojej

opinii wzmacnia wartos¢ pracy.

Warto podkresdli¢, ze Doktorant w umiejetny sposéb wprowadzil w tematyke swoich badan
w wyczerpujacym przegladzie literatury, ktéry przybliza tematyke biosyntezy histydyny w
roslinach, nakresla kontekst ewolucyjny, przedstawia argumenty za podjeciem wybranej tematyki
badawczej oraz wprowadza gatunek M. truncatula jako badawczy organizm modelowy.

W rozdziale opisujacym cele badawcze pracy doktorskiej, Autor stlusznie zauwaza, ze prace
wykorzystujace metodologie biologii strukturalnej, czesto odchodza od typowego schematu
formulowania hipotezy badawczej i pdzniejszej jej weryfikacji a majq raczej charakter eksploracyjny.
Zgadzam sie z nim w tej kwestii. Jednocze$nie, warto podkresli¢, ze Kandydat dobrze nakreslit
pytania badawcze, a takze przedstawit specyficzne cele pracy. Dzigki temu, nie odnosze wrazenia,
ze praca jest rezultatem chaotycznego bladzenia posréd tematéw i préba spiecia ich w mniej lub
bardziej sensowng caloé¢, lecz przeciwnie, jest spdjng tematycznie i metodologicznie praca nad



rozwiklaniem konkretnego problemu badawczego. Za to nalezy si¢ duze uznanie, zaréwno dla
Autora jak i nadzorujacego postep prac Promotora.

Szczegolnie bliska jest mi metodologia badar przedstawionych w pracy doktorskiej, zar6wno
ta oparta na badaniach strukturalnych z wykorzystaniem krystalografii rentgenowskiej czy
kriomikroskopii elektronowej, jak i ta bazujaca na metodach biofizycznych np. kalorymetrii.
Uwazam, ze Doktorant zastosowal zaawansowane techniki badawcze co $wiadczy o jego wysokich
kompetencjach jako badacza.

Jak wspomnialem powyzej najwazniejszym elementem kazdej rozprawy doktorskiej sa
wyniki prac badawczych. W przedstawionej pracy sa one przedstawione na dwéjnaséb. Najpierw,
Autor, streszcza rezultaty swoich badan w rozdziale 9 pracy, rownoczesénie je dyskutujac, a nastepnie
calos¢ wynikow przedstawiona jest w zalagczonych 4 pracach eksperymentalnych jego
wspoélautorstwa. Nastepnie omawia zaprezentowane w poszczegdlnych pracach wyniki. Chciatbym
jednak juz teraz podkresli¢ wysoka ich warto$¢ merytoryczng oraz fakt, ze zostaly juz poddane
rygorystycznej ocenie przez recenzentéw zewnetrznych w procesie tzw. peer review.

1. WITEK W, SLIWIAK ], RUSZKOWSKI M. STRUCTURAL AND MECHANISTIC INSIGHTS INTO THE
BIFUNCTIONAL HISN2 ENZYME CATALYZING THE SECOND AND THIRD STEPS OF HISTIDINE BIOSYNTHESIS
IN PLANTS. SCI REP. 2021 MAY 6;11(1):9647. DOI: 10.1038/541598-021-88920-2. PMID: 33958623; PMCID:
PMC8102479.

W powyzszej publikacji autorzy przedstawili badania nad strukturg i funkcja enzymu HISN2
w Medicago truncatula, ktéry bierze udzial w biosyntezie histydyny. Autorzy opisujg, w jaki sposob
HISN2, bedacy enzymem bifunkcyjnym, katalizuje dwa etapy szlaku biosyntezy histydyny poprzez
dwie odrebne domeny: fosforybozylo-ATP pirofosfohydrolazy (PRA-PH) oraz fosforybozylo-AMP
cyklohydrolazy (PRA-CH). Ich badania opieraja sie¢ na analizie strukturalnej z wykorzystaniem
krystalografii rentgenowskiej, ktérej wyniki ukazuja m.in. interakcje enzymu z czasteczka AMP,
potencjalnym regulatorem biosyntezy histydyny. Badanie dostarcza szczegétowych informacji
molekularnych na temat wigzania AMP z obiema domenami katalitycznymi enzymu, sugerujac
mechanizm regulacyjny, ktéry mégtby modulowac¢ aktywnosé enzymu.

Struktura krystaliczna MtHISN2 pokazuje, ze enzym ten tworzy $cisly dimer. Autorzy
podkreslaja rowniez znaczace réznice strukturalne miedzy homologami rodlinnymi i bakteryjnymi,
podkreslajac ewolucyjne réznice w architekturze tego enzymu. W mojej ocenie gléwnym wkladem
pracy jest odkrycie, ze czasteczka AMP dziala jako inhibitor enzymu HISN2, co zostalo
zademonstrowane za pomoca testow inhibicji i metod mikrokalorymetrycznych.

Ogolnie praca pozostawia bardzo dobre wrazenie, w szczegélnosci dzieki dbatosci o czesto
pomijalne detale. Mozna to na przyklad zauwazy¢ w opisie metod badawczych, gdzie przedstawiono
doktadny sklad roztworéw krystalizacyjnych z zestawu Morpheus, co czesto jest przez autoréw prac
krystalograficznych opisywane zdawkowo, jedynie numerem konkretnego roztworu. W tym miejscu
zwraca takze uwage uzycie glikolu etylenowego do krioprotekcji krysztaléw, co poniekad
zastanawia, gdyz wartoscia dodana roztworéw Morpheus jest obecnoé¢ skladnikow
krioprotekcyjnych. W zwigzku z tym, chcialbym aby Autor skomentowat czy krysztalty niepoddane
dodatkowej krioprotekcji nie rozpraszaly promieniowania rentgenowskiego?



Czytajac dalej prace, zastanawia mnie dlaczego Autorzy nie pokusili si¢ o bardziej
kontrastowa wizualizacje wynikéw badan strukturalnych? Uzycie kolorystyki zielono-seledynowej
znaczaco utrudnia odbiér wynikéw, w szczegdlnosci na rysunkach przedstawiajacych mapy gestosci
elektronowej réwniez w kolorze zielonym. Mam nadzieje, Ze to pytanie zasugeruje zmiane
kolorystyki uzytej podczas obrony doktoratu. Ponadto, zadziwia dosy¢ konserwatywne podejécie do
okreélenia rozdzielczoéci rozwiazywanych struktur. Analizujac Tabele nr 1, a w szczegolnosci
wspotczynniki I/sigmal oraz CC1/2 mam nieodparte wrazenie, ze Autorzy mogliby sie pokusi¢ o
rozwiazanie struktury przy wyzszej rozdzielczosci. Tutaj nasuwa sie pytanie, jakie kryteria odciecia
zostaly przyjete? Czy wykonywany zostal tzw. pair refinement? Dodatkowo, dla struktury enzymu
ze zwigzang czasteczka AMP wartoéci Rwork/Rfree sugeruja tzw. over-refinement. Licze na
komentarz podczas obrony.

Na koniec zastanowit mnie zadeklarowany wktad w powstanie tejze pracy. W Rozprawie doktorskiej
Autor o$wiadcza:

My contributions were to: refine and analyze crystal structures, design mutants and conduct kinetic
experiments, conduct in silico analyses, prepare figures, and write the manuscript.

Natomiast w artykule znajdziemy nastepujace stwierdzenie:
W.W. refined the structures, analyzed them, and drafted the manuscript.

Nasuwa sie wiec pytanie o wklad Autora w powstanie tej pracy. Skad biora sie powyzsze réznice w
o$wiadczeniach?

2. WITEKW, IMIOLCZYK B, RUSZKOWSKI M. STRUCTURAL, KINETIC, AND EVOLUTIONARY PECULIARITIES OF
HISN3, A PLANT 5'-PROFAR ISOMERASE. PLANT PHYSIOL BIOCHEM. 2024 OcCT;215:109065. DOI:
10.1016/1.PLAPHY.2024.109065. EPUB 2024 AUG 22. PMID: 39186852.

W powyzszej pracy Autorzy badaja strukture i funkcje enzymu HISN3 z rosliny Medicago
truncatula, ktory katalizuje czwarty etap biosyntezy histydyny. HISN3, jako izomeraza 5'-ProFAR,
katalizuje reakcje izomeryzacji ProFAR do PrFAR. W pracy przedstawiono struktury krystaliczne
HISN3 zwiazane z substratem (ProFAR) oraz produktem (PrFAR). Szczeg6lng cecha HISN3 u roélin,
w poréwnaniu do homologicznych enzyméw z bakterii czy grzyboéw, jest obecnosé¢ kationu sodu w
miejscu aktywnym. Badania kinetyczne wykazaly, ze roslinna wersja HISN3 ma wyzszy
wspotczynnik kcat niz jego homologi bakteryjne, co moze przyczyniac sie do wiekszej efektywnosci
katalitycznej tego enzymu u roslin. Dodatkowo, sekwencje HISN3 u roslin zawieraja wydtuzony
fragment, ktéry, jak sugeruja symulacje dynamiki molekularnej, wspomaga uwalnianie produktu z
miejsca aktywnego enzymu. Na koniec, w ramach tzw. wirtualnego screeningu, autorzy
zidentyfikowali pie¢ zwiazkéw, ktére moga stanowic¢ potencjalne szkielety do dalszego rozwoju
herbicydow.

Praca jest w mojej opinii bardzo wartosciowa jednakze, podobnie jak w pracy dotyczacej
struktury HISN2, Autorzy wykazuja si¢ duzym konserwatyzmem w okreslaniu koricowej
rozdzielczosci struktury. Przede wszystkim widoczne jest to dla struktury enzymu w kompleksie ze
zwigzanym ProFAR. Ponadto, ostatni rozdzial pracy opisuje wirtualne badanie przesiewowe w
poszukiwaniu potencjalnych inhibitoréow HISN3. Czy podjeto probe eksperymentalnego
poszukiwania takich czasteczek np. przy uzyciu krystalograficznego screeningu fragmentéow



chemicznych? Czy otrzymane krysztaly biatka w ogole pozwalaja na takie podejscie? Czy planowane
jest tez wykorzystanie innych metod przesiewowych?

3. WITEK W, SLIWIAK J, RAWSKI M, RUSZKOWSKI M. TARGETING IMIDAZOLE-GLYCEROL PHOSPHATE
DEHYDRATASE IN PLANTS: NOVEL APPROACH FOR STRUCTURAL AND FUNCTIONAL STUDIES, AND
INHIBITOR BLUEPRINTING. FRONT PLANT ScI. 2024 MAR 15;15:1343980. DOI: 10.3389/FPLS.2024.1343980.
PMID: 38559763; PMCID: PMC10978614.

W mojej ocenie artykul przedstawia nowatorskie podejscie do badan strukturalnych i
funkcjonalnych HISN5, a autorom udato si¢ zastosowac¢ zaréwno krystalografie rentgenowska, jak i
kriomikroskopie elektronowg (cryo-EM), w celu uzyskania struktur wysokiej rozdzielczosci. Praca ta
moze mie¢ réwniez duze znaczenie dla przysztych badan nad projektowaniem selektywnych
herbicydéw. Doceniam przede wszystkim zastosowanie cryo-EM do zbadania struktury enzymu, w
kompleksie z ligandem, szczegdlnie, Ze uzyskana rozdzielczos¢ pozwolita na rozréznienie
stereoizomerii ligandéw. Natomiast badania krystalograficzne pozwolily na identyfikacje tzw. "hot-
spotow" predysponowanych do wiazania specyficznych grup chemicznych. Dodatkowo, autorzy
wykorzystali screening wirtualny zwiazkéw chemicznych z bazy ZINC, a zidentyfikowane
czasteczki moga postuzy¢ do projektowania specyficznych inhibitoréw.

Podsumowujac, uwazam, ze artykul jest dobrze napisany i opiera si¢ na solidnych
fundamentach eksperymentalnych. W mojej opinii wnosi znaczacy wkiad w badania nad biosynteza
histydyny oraz potencjalnym rozwojem nowych herbicydéw. Ponadto dodatkowym atutem jest
uzycie komplementarnych metod biologii strukturalnej do odpowiedzi na ciekawe pytania
badawcze. W tym kontekscie zastanawiajace jest jedynie opublikowanie artykulu w periodyku
specjalistycznym, a w mojej ocenie mozna bylo sie pokusi¢ o publikacje w czasopi$mie o szerszym
kregu odbiorcéw z zakresu nauk biologicznych, takze spoza szeroko pojetej botaniki. Zastanawia
mnie takze, czy Autorzy beda prébowali wyjé¢ zastosowaé metody eksperymentalne (nie wirtualne)
do poszukiwan inhibitoréw?

4. RUTKIEWICZ M, NOGUES I, WITEK W, ANGELACCIO S, CONTESTABILE R, RUSZKOWSKI M. INSIGHTS INTO
THE SUBSTRATE SPECIFICITY, STRUCTURE, AND DYNAMICS OF PLANT HISTIDINOL-PHOSPHATE
AMINOTRANSFERASE  (HISNG6). PLANT PHYSIOL BIOCHEM. 2023 MAR;196:759-773. DOI:
10.1016/1.PLAPHY.2023.02.017. EPUB 2023 FEB 10. PMID: 36842242.

Czwarty artykul z serii jest jedynym w ktérym Kandydat nie jest autorem wiodacym,
jednakze spdjnie wpisuje sie w tematyke przedstawionej pracy doktorskiej, doskonale uzupetniajac
poprzednie artykuly. Artykul przedstawia badania dotyczace enzymu HISN6. W mojej ocenie,
autorzy wykonali wyjatkowo precyzyjna prace, badajac strukture krystaliczng MfHISN6 Badania te,
ukazaly réznice strukturalne miedzy roslinnymi a bakteryjnymi homologami tego enzymu, co
otwiera nowe perspektywy dla rozwoju selektywnych herbicydéw.

Zgodnie z zamieszczonym o$wiadczeniem, doktorant uzyskat (org. obtain) strukture
apoMtHISNG i przeanalizowatl ewolucje enzymu, napisal wstep artykulu oraz rozdziat o ewolucji
enzymu. W zwiazku z powyzszym prosze o uéci$lenie tego stwierdzenia, w szczeg6lnosci co okresla
wspomniane ,otrzymanie” struktury? Ponadto, analiza tej struktury réwniez wskazuje na
potencjalny problem tzw. over-refinementu, ktéry wymaga komentarza.

Podsumowujac, Rozprawa zaprezentowana przez Pana mgr. Wojciecha Witka stanowi
wartosciowy wklad w badania biosyntezy histydyny u roslin, a szerzej, w dziedzine biologii
strukturalnej. Jestem pod wrazeniem warsztatu metodologicznego doktoranta, umiejetnosci zebrania



i opisania wynikéw swoich prac oraz przedstawionych publikacji. Zawarta w pracy dyskusja a takze
przedstawienie kierunkéw przysztych badan w potaczeniu ze znakomitym wstepem doskonale tacza
klamra cata prace. W moim przekonaniu Doktorant w pelni udowodnit swoja dojrzatoé¢ badawcza.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia
20 lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 poz. 1668 ze zm.), Ustawie
z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.
U. z 2018 r. poz 1669 ze zm.) oraz w Sposobie postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w
Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej ICHB PAN nr
28/2024/Internet z dnia 20 marca 2024 r.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Wojciecha Witka do dalszych etapéw postepowania o nadanie
stopnia doktora.

Ponadto, biorac pod uwage wartoé¢ naukowa przedstawionej rozprawy wnioskuje o jej
wyrdznienie.
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