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»Wielowymiarowa analiza modulowanych struktur makromolekut z wykorzystaniem
nowatorskich korekt fononowych na przyktadzie kompleksu Hyp-1/ANS”

Interdyscyplinarnos¢ jest jednym z motoréw rozwoju krystalografii, a doskonalone
metody badawcze s3 czesto poprzedzone ,niewygodnymi” odkryciami i trudnymi
przypadkami. Odkrycie Dana Shechtmana z 1982 roku, polegajace na zaobserwowaniu osi
dziesieciokrotnej na obrazie dyfrakcji elektrondéw dla ikozaedrycznego kwazikrysztatu,
wstrzgsneto fundamentami krystalografii i doprowadzito do zmiany definicji krysztatu. Z kolei
struktury modulowane, ktére ztamaly translacyjng periodycznos$é¢, wymusily opracowanie
podstaw teoretycznych i nowe podejscie w analizie strukturalnej. O ile problem zwigzany ze
zjawiskiem modulacji w krysztatach pierwiastkow i prostych zwigzkéw chemicznych po latach
pracy zostat rozwigzany, to w przypadku krystalografii biatek stanowi bardzo powaine
wyzwanie. Tego trudnego zadania podjeta sie Pani mgr Joanna Smietariska w ramach swego
interdyscyplinarnego doktoratu z biofizyki. W badaniach wykorzystata krysztaty kompleksu
biatka Hyp-1 z dziurawca zwyczajnego (Hypericum perforatum) z fluorescencyjnym ligandem
ANS (8-anilinonaftaleno-1-sulfonianem).

Przedstawiona do oceny praca doktorska zostata wykonana w Katedrze Fizyki Materii
Skondensowanej na Wydziale Fizyki i Informatyki Stosowanej Akademii Gorniczo-Hutniczej
im. Stanistawa Staszica w Krakowie pod kierunkiem dwoch promotoréw, wybitnych
specjalistow z zakresu matoczgsteczkowych struktur modulowanych i krystalografii biatek:
Pana prof. dr hab. Janusza Wolnego i Pana prof. dr hab. Mariusza Jaskolskiego.

Rozprawe Pani mgr Joanny Smietaniskiej stanowi klasyczna, staranna, bogato
ilustrowana (67 rysunkéw) i bardzo dobrze zredagowana 113-stronicowa praca w jezyku
polskim, ktérg czyta sie z prawdziwg przyjemnoscig. Tytut pracy odpowiada omawianym
zagadnieniom, a sposdb podziatu tresci jest typowy dla nauk scistych i eksperymentalnych.




Rozprawa skfada sie z dziewieciu rozdziatdbw w nastepujacej kolejnosci: 1. Streszczenie, 2.
Wstep, 3. Cel pracy, 4. Materiafy i metody, 5. Dane doswiadczalne wykorzystane w rozprawie,
6. Wyniki, 7. Dyskusja, 8. Podsumowanie i 9. Bibliografia. Na dodatkowych dwéch stronach w
rozdziale dziesigtym zostat przedstawiony dorobek naukowy Doktorantki. Bibliografia
obejmuje 137 wiasciwie cytowanych odnosnikéw literaturowych w postaci oryginalnych
publikacji naukowych w jezyku angielskim, podrecznikow i odniesien do programoéw
komputerowych. Sg tez pozycje w jezyku polskim i niemieckim. Najstarsze, cytowane tutaj
prace pochodzg z 1913 roku a najnowsze z 2021.

Streszczenie bardzo dobrze oddaje istote pracy i wykonane zadania. Wstep natomiast
jest syntetycznym i interesujgcym opracowaniem zagadnienn teoretycznych i historii
krystalografii biatek. Doktorantka w jasny sposéb przedstawita bardzo szeroki zakres
zagadnien zwigzanych z Jej rozprawg. Po zapoznaniu czytelnika z technikami krystalizacji
biatek omawia metody rozwigzywania problemu fazowego: podstawienie molekularne,
wielokrotne podstawienie izomorficzne (MIR) oraz dostrojong dyfrakcje anomalng (MAD),
nastepnie przechodzi do map gestosci elektronowej biatek, modelu struktury i jego
udoktadniania oraz walidacji struktury. W podrozdziale poswieconym strukturom
modulowanym Autorka opisuje modulacje przesunieciowg, obsadzeniowg, magnetyczng oraz
strukture poprzerastang. Dalej zwraca uwage na czynniki przemieszczenia atomowego
(ADPs) w modelach biatek a takze na problem zblizniaczenia. Nie mogto zabrakng¢ w tej
pracy informacji o kwazikrysztatach, w tym o kwazikrysztatch 1D i ciggu Fibonacciego,
parkietazu Penrose'a czy tez o bardzo uzytecznej metodzie sredniej komorki elementarnej
(AUC). W dalszej czesci przedstawiono to co tgczy struktury modulowane z kwazikrysztatami
oraz zastosowang symulacje metodg dynamiki molekularnej dla struktury biatek. Ta czesc
pracy odzwierciedla nie tylko szerokg wiedze i bardzo dobre przygotowanie teoretyczne, ale
réwniez duze umiejetnosci dydaktyczne Doktorantki.

W rozdziale trzecim jasno nakreslono ambitne cele rozprawy: (i) udoktadnienie
struktury kompleksu Hyp-1/ANS z dziewieciokrotng modulacjag w ujeciu superkomorki i
zbadanie mechanizméw modulaciji, (ii) rozwéj modelu struktury modulowanej komplekséw
Hyp-1/ANS w oparciu o analizg wielowymiarowg, (iii) udoktadnianie struktury z
wykorzystaniem korekty zaburzen strukturalnych, efektéw zblizniaczenia i nieporzadku
fononowego, (iv) poréwnanie wynikow symulacji metodami dynamiki molekularnej dla
eksperymentalnej i zdeponowanej w bazie PDB struktury Hyp-1.

Na uznanie zastuguje réwniez warszat badawczy Doktorantki przedstawiony w
rozdziale czwartym zatytutowanym Materialy i metody. Pani mgr Smietanska zaprezentowata
wiele programéw komputerowych stosowanych w biokrystalografii: poczawszy od tych
przeznaczonych do rozwigzywania problemu fazowego (Phaser) i udoktadniania modelu
struktury (REFMACS), poprzez narzedzia do wizualizacji makroczgsteczek (Coot, PyMol, USSF
Chimera) az po program TRUNCATE do przeprowadzenia testéw zblizniaczenia, dzieki
ktéremu wygenerowano wykresy skumulowanego rozktadu natezen N(z) i S(H). Z kolei
symulacje biatka Hyp-1 metodami dynamiki molekularnej przeprowadzono przy uzyciu




pakietu GROMACS. W dalszej czesci pracy Autorka omawia optymalizacje przy uzyciu
algorytmu metaheurystycznego MEIGO w celu okreslenia minimum i punktu zbieznosci
udokladnianego modelu z doswiadczalnymi amplitudami czynnikéw struktury. Nastgpnie
szczegbtowo opisuje skrypty MATLAB sluzgce przygotowaniu pliku wejsciowego, np. w
skrypcie letter_to_number.m funkcja zamienia litery w alfabecie na liczby, co skraca czas
obliczen. Przy okazji chciatabym dowiedzie¢ sie jaki jest zysk czasowy? Bardzo waznym
krokiem w prowadzonych obliczeniach jest przeksztatcenie danych do nadprzestrzeni (3+1)D.
Pomocne s3 tutaj kolejne dwa skrypty: read_cif.m oraz reduce_data.m. Do kontroli geometrii
poszczegélnych reszt aminokwasowych wykorzystano funkcje find_bonds.m, find_angles.m
oraz find_torsion.m. W procesie udokladniania struktury drugg warstwe dziatania
oprogramowania stanowig skrypty i funkcje do obliczenia wektoréw bazowych
(calc_basevectors.m) i falowych (calc-wavevectors.m), do wskazania udoktadnianych
parametréw (generate coefficients.m), do przypisania kazdemu atomowi odpowiednich
atomowych czynnikéw rozpraszania (form_factors.m) i do obliczania czynnikéw struktury
utworzonego modelu bez lub z atomami wodoru (structure_factor-protein.m oraz
calc_structure_factor_hydrogen.m). Trzecig warstwe oprogramowania stanowig skrypy i
funkcje do graficznej prezentacji modelu (plot_structure.m), analizy ADPs (analyse_ADP.m)
oraz weryfikacji wiezéw stereochemicznych (restrains-analysis.m).  Wysoko oceniam
dokonania Doktorantki w zakresie opracowania nowatorskich i uzytecznych w
biokrystalografii rozwigzan. Jednoczesnie stwierdzam Jej bardzo dobre przygotowanie
metodyczne. -

Czterostronicowy rozdziat pigty pt. Dane doswiadczalne wykorzystane w rozprawie
zostal napisany w celu podania waznych informacji dotyczacych otrzymywania i
rozwigzywania przez dr Joanne Sliwiak struktury kompleksu biatkowego Hyp-1/ANS.

Rozddziat szésty — Wyniki. Obrazy dyfrakcyjne krysztatow 9Hyp/ANs i 7Hyp/ANS
pokazujg wyraznie, z2 mamy do czynienia ze strukturami modulowanymi. Dodatkowo na
histogramach rozktadu intensywnosci w warstwach o tym samym wskazniku / Doktorantka
zaobserwowala powtarzajacg sie modulacje natezern refleksow wzdtuz osi c¢*. Oprécz
modulacji kolejng ,przypadtoscia” 9Hyp/ANS jest zblizniaczenie, co wykryto L-testem.
Obliczone frakcje blizniacze sg nieco zawyzone (okoto 0,45 przy uzyciu testu S(H)) w stosunku
do wartosci 0,25 dla idealnego blizniaka tetartoedrycznego. Kolejny podrozdziat poswigcony
jest szczegétowemu omowieniu upakowania molekut 9Hyp/ANS w komorce elementarnej, co
zostato bardzo dobrze zilustrowane na Rysunku 29. Autorka zwraca m.in. uwage na obecnos¢
dimeréw Hyp-1 w strukturze, dostrzega wyrazne niedoskonatosci sktadowej translacyjnej
pseudosruby 2,5 oraz zaburzenia uporzadkowania translacyjnego nie tylko wzdtuz osi ¢, ale
takze a i b. W wyniku natozenia na siebie modeli struktur 7Hyp/ANS i 9Hyp/ANS Pani mgr
Smietariska zauwazyta podobienstwa (zygzakowaty tanicuch) i roznice (wydtuzenie parametru
¢ o 2 jednostki strukturalne, co stanowi 8 fancuchéw biatka) w schemacie upakowania.
Analizowane struktury roznig sie rowniez liczbg czasteczek liganda, chociaz obsadzenie
czasteczek biatka przez ligandy ANS nie wptywa znaczgco na konformacje faricucha gtéwnego.




Zestawiono tez wyniki udoktadniania struktury 9Hyp/ANS za pomoca programu REFMACS i
przedstawiono analize poprawnosci modelu. Do weryfikacji rozktadu ADPs i konformaciji
tanicuchéw bocznych wykorzystano wyniki symulacji biatka z dziurawca zwyczajnego Hyp-1
(kod PDB: 3IES) metodami dynamiki molekularnej. Kolejne strony poswigcone sg procesowi
przeksztatacania superkomérki 7Hyp/ANS w jej reprezentacje w przestrzeni wielowymiarowej
(3+1)D oraz udokfadnieniu modelu i jego weryfikacji pod katem stereochemii. W dalszym
kroku dzieki funkcji phonon.m wprowadzono poprawke zwigzang z obecnoscig fononow w
strukturze modulowanej. Uzyskane wyniki sg unikatowe oraz zostaly przedstawione rzetelnie
i na wysokim poziomie naukowym.

Obszerng i wnikliwg dyskusje wynikdw Pani mgr Smietaiska rozpoczyna od
omoéwienia wpltywu warunkéw krystalizacji na modulacje struktury. Stwierdza, ze dodatek
melatoniny podczas inkubacji roztworu krystalizacyjnego biatka z ANS spowodowat nowy typ
modulacji badanego kompleksu. Zdaniem Autorki niniejszej rozprawy ,9Hyp/ANS nie jest
prostg kopig struktury 7Hyp/ANS wydtuzong o 2 jednostki strukturalne wzdtuz c, ale zupetnie
odrebng strukturg modulowang”. Jako dowod przedstawia réznice pomigdzy wartosciami
parametru sieciowego c¢ dla spodziewanych i eksperymentalnych struktur.  Kolejny
podrozdziat poswiecia artefaktom po krystalizacji. W kwestii zblizniaczenia Doktorantka
dochodzi do wniosku, ze obecno$é¢ elementéw pseudosymetrii spowodowata mniejsze
zaburzenie rozktadu intensywnoéci niz oczekiwany w przypadku idealnego zblizniaczenia.
Sporo miejsca w dyskusji zostato poswiecone wysyceniu struktury 9Hyp/ANS czgsteczkami
liganda. Oprécz ANS rozpoznano aniony siarczanowe, aniony pochodzace od czynnika
stracajacego (cytrynianu sodu), czasteczki HEPES (z roztworu buforowego) i molekuty
sulfotlenku dimetylu (DMS). Pomocng w tej analizie jest Tabela 5, ktéra zapewne wymagata
duzo pracy. Kolejnym wainym punktem dyskusji jest okreslenie wpiywu konformacji
czasteczek ANS na formowanie nadstruktury. Biatko Hyp-1 posiada hydrofobowg wneke,
ktéra moze stuzyé jako miejsce dokowania i wigzania specyficznych ligandéw o znaczeniu
biologicznym, np. melatoniny (MEL), fitohormonu o wtasciwosciach antyoksydacyjnych. Silng
konkurencje o dostep do miejsc wigzgcych najczesciej wygrywa ANS, co ttumaczy trudnosci
ze znalezieniem czasteczek melatoniny na mapach gestosci elektronowej dla 9Hyp/ANS. W
dalszej czeéci Doktorantka poréwnuje eksperymentalny i symulowany metodami MD model
struktury Hyp-1, w tym uzyskane wartoséci ADPs czy ciekawe zmiany konformacyjne miedzy
Cy — endo a Cy - exo w prolinie. Analogiczne analizy wykonano oraz szczegbtowo opisano i
zilustrowano dla wielu wybranych tancuchéw bocznych réznych aminokwasow. Ostatni
podrozdziat Dyskusji Autorka po$wieca wynikom udoktadniania w nadprzestrzeni (3+1)D oraz
korektom fononowych. Podkreéla zalety przeksztatcenia superkomérki 7Hyp/ANS do
nadprzestrzeni w analizie modulacji. Niewatpliwie wprowadzenie zredukowanej komorki i
zastosowanie odpowiedniego wektora modulacji utatwia udokfadnianie struktury. Nie ma
potrzeby recznego sprawdzania tafcuchow Dbiatek, poprawiania zdeformowanych
fragmentéw gtéwnego taincucha polipeptydowego oraz ciggtego analizowanie map gestosci
elektronowej. Dzieki zautomatyzowanym skryptom MATLAB obliczenia przebiegajg
sprawniej. Z kolei poprawki fononowe stanowig niewatpliwie innowacyjne podejscie do




skorelowanych drgan sieci krystalicznej w modelu struktury biatek. Trafne i ciekawe wnioski
w dyskusji, poparte odpowiednimi dowodami, swiadczg o dojrzatosci naukowej Kandydatki
do stopnia naukowego doktora.

Podsumowanie zostato napisane wzorcowo. Wszystkie cele nakreslone przez
Doktorantke na poczatku rozprawy zostaty w petni zrealizowane.

W tej interesujgcej i wartoéciowej pracy réwniez styl i jezyk sa bez zarzutu. Nie
zauwazytam elementéw zargonu laboratoryjnego. Znalaztam jedynie kilka tzw. literéwek oraz
zbedne wyrazy, ktére prawdopodobnie w trakcie koricowej korekty zostaty zastgpione innymi,
ale zapomniano je usungé (str. 37, 8 wiersz od gory, Rys. 24). Z kolei podpis pod rysunkiem
48 wyraznie ,oczekuje” na uzupetnienie (Jaka mapa? Jaki kontur?). W odno$niku
lieraturowym [3] brakuje nazwy czasopisma. Zamiast okreslenia ,blizniaczo$¢” uzytabym
»Zblizniaczenie”.

Pytania, ktore nasunety sie mi po lekturze tej dysertacji sg nastepujace: 1) Czy rozktad
P(u) moze by¢ gesty? 2) Czy probowano otrzymaé kompleks biatka Hyp-1 z melatoning bez
konkurencyjnego ANS? 3) Od jakiej minimalnej rozdzielczosci danych dyfrakcyjnych dla
krysztatu biatka warto zajmowac sie strukturami modulowanymi? 4) Na stronie 105 uzyto
sformufowania ,katy zwykte”. Czy mam rozumieé, ze chodzi o katy walencyjne? 5) Czy
zastosowano poprawke na absorpcje w trakcie procesowania danych dla krysztatu
9Hyp/ANS?

Dorobek naukowy Pani Smietariskiej obejmuje 4 publikacje o cyrkulacji
miedzynarodowej, w tym dwie z zakresu pracy doktorskiej. Jedna z nich opublikowana w
Acta Cryst. Section D, a druga w Crystals. Doktorantka prezentowala 13 komunikatéw
posterowych na konferencjach krajowych i miedzynarodowych. Otrzymata dwie nagrody za
najlepszy poster. Odbyta 3 staze  krajowe i jeden zagraniczny. Brata udziat w
miedzynarodowych warsztatach naukowych we Francji i Izraelu. Byta wykonawca w projekcie
grantowym NCN OPUS.

Warto dodaé, Pani mgr Joanna Smietariska prace doktorsky realizowata w ramach
dwoéch projektow badawczych: grantu Narodowego Centrum Nauki PRELUDIUM nr
2020/37/N/ST3/01501 (jako kierownik) oraz Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja
Rozwdj, nr projektu POWR.03.02.00-00-1004/16 wspotfinansowanego ze srodkéw  Unii
Europejskiej. Z kolei czes¢ obliczern wykonanta dzieki infrastrukturze PL-Grid.

Ze wzgledu na wage podejmowanych probleméw i efekty wykonanych badan
rozprawa doktorska Pani mgr Joanny Smietanskiej zastuguje na wyréznienie.

W uzasadnieniu chciatabym podkresli¢ nastepujgce aspekty: (i) pionierskie badania w
zakresie struktur modulownaych krysztatéw biatek, (ii) nowatorskie rozwigzanie z
wykorzystaniem analizy wielowymiarowej w przestrzeni (3+1)D i korekt fononowych (iii)
przygotowanie i zastosowanie nowych skryptéw do programu MATLAB, (iv) rozwigzanie




problemu zblizniaczenia struktury biatka, (v) rozwdj metodyki krystalografii i fizyki ciala
statego, (vi) praca zostata napisana bardzo dobrym jezykiem i posiada bogatg szate graficzng,
(vii) dojrzata dyskusja wartosciowych i unikatowych na skale swiatowg wynikdéw, (viii) dane
strukturalne zostaty zdeponowane w ogélnodostepnej bazie Protein Data Bank i mogg zostac
wykorzystane do projektowania lekdw (ix) kompleks biatka Hyp-1 z ANS ma znaczenie
aplikacyjne w medycynie z powodu biologicznej zdolnosci tego biatka do wigzania
fitohormonodw.

W konkluzji stwierdzam, ze przedtozona dysertacja spetnia wszystkie warunki
przewidziane Ustawg dla prac doktorskich i skladam wniosek do Rady Dyscypliny Nauki
Fizyczne AGH o dopuszczenie Pani mgr Joanny Smietanskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego i jednocze$nie o wyréznienie pracy.
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