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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Joanny Smietanskiej pt.:

»Wielowymiarowa analiza modulowanych struktur makromolekul
z wykorzystaniem nowatorskich korekt fononowych na przykladzie

kompleksu Hyp-1/ANS”

Praca doktorska mgr Joanny Smietanskiej pt. ,,Wielowymiarowa analiza
modulowanych struktur makromolekut z wykorzystaniem nowatorskich korekt fononowych
na przyktadzie kompleksu Hyp-1/ANS” wykonana zostala w Akademii Gérniczo Hutniczej
w Krakowie, na Wydziale Fizyki i Informatyki Stosowanej (Katedra Fizyki Materii
Skondensowanej) pod kierunkiem prof. dr hab. Janusza Wolnego oraz prof. dr hab. Mariusza
Jaskolskiego z UAM w Poznaniu.

W o$wiadczeniu zalgczonym do rozprawy Doktorantka stwierdza, ze niniejszg prace
wykonala osobiscie i samodzielnie, a takze nie korzystala ze Zrédel innych niz wymienione
W pracy.

Niniejsza rozprawa doktorska zostala wykonana w ramach grantu NCN PRELUDIUM
nr 2020/37/N/ST3/01501 oraz Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwdj, nr projektu
POWR.03.02.00-00-1004/16, wspotfinansowanego ze srodkéw Unii Europejskie;.

Podstawowym celem rozprawy doktorskiej byto udoktadnienie modelu struktury krystalicznej
kompleksu  bialkowego  Hyp-1/ANS  z  dziewigciokrotng  modulacjg ~ wzdiuz
kierunku ¢ w podejsciu superkomoérki oraz przygotowanie oprogramowania pozwalajgcego
przeprowadzi¢ obliczenia w przestrzeni wielowymiarowej (3+1)D. Oprogramowanie to
wykorzystata do udoktadnienia kompleksu biatkowego Hyp-1/ANS z siedmiokrotng
modulacja wzdhuz kierunku ¢. Doktorantka podjeta rowniez probe opracowania oryginalnego
oprogramowania do szczegotowej analizy struktur biatkowych o zaburzonej periodycznosci

komorki elementarnej oraz przeprowadzenia korekt fononowych.
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Praca doktorska mgr Joanny Smietanskiej liczy 115 stron i sktada si¢ z dziesieciu
rozdzialéw. Do pracy wigczyla obszerna, liczacg 137 pozycji, literature dotyczaca
omawianych zagadnien, 67 rysunkow i 6 tabel. Wyniki pracy zostaly zaprezentowane na
konferencjach naukowych oraz w dwdch publikacjach z listy filadelfijskiej, w ktorych
Doktorantka jest pierwszym autorem. Publikacje te ukazaly si¢ w renomowanych

czasopismach: Acta Crystallographica D76 (2020) 653-667 oraz Crystals 11 (2021) 1-22.

W pierwszym rozdziale pracy autorka strescila najwazniejsze problemy zwigzane
z badaniem bialek, a w szczegdlnosci bialek o strukturze modulowanej. Nakreslita trudnosci
zwigzane z brakiem odpowiednich narzedzi do analizy makromolekularnych struktur
modulowanych, ktére prowadza do powaznych probleméw ze wskaznikowaniem
i przetwarzaniem danych dyfrakcyjnych oraz z otrzymaniem kompletnego modelu struktury.

W drugim rozdziale Doktorantka przedstawita najwazniejsze informacje
z krystalografii biatek, krystalografii struktur modulowanych, kwazikrysztatéw oraz struktur
zblizniaczonych. Przedstawila takze najwazniejsze informacje o symulacjach metodami
dynamiki molekularnej (MD) w biatkach, natomiast w rozdziale trzecim zaprezentowata
najwazniejsze cele swojej pracy.

W kolejnym, czwartym rozdziale, Doktorantka scharakteryzowata zastosowany
w pracy warsztat badawczy. Pokrotce przedstawita programy z pakietu CCP4,
z ktérych korzystata w pracy. Do rozwigzania nadstruktury biatka 9Hyp/ANS w przestrzeni
trojwymiarowej (3D) Doktorantka wykorzystala program Phaser, natomiast do jej
udokladnienia program REFMACS. Do wizualizacji wynikéw wykorzystata programy: Coot,
PyMOL oraz UCSF Chimera. Testy zblizniaczenia przeprowadzila przy pomocy programu
TRUNCATE. Do przeprowadzenia symulacji dynamiki modelu biatka Hyp-1/ANS
wykorzystata ogdlnodostepny pakiet oprogramowania chemicznego do symulacji dynamiki
molekut biologicznych GROMACS 5.0.
W ramach swojej pracy Doktorantka napisata w srodowisku MATLAB zestaw skryptow
umozliwiajacych odczytywanie plikéw wejsciowych i generujacych tablice atomdéw nie tylko
potrzebnych do dalszych obliczeni oraz wizualizacji modeli struktury, ale réwniez do

przygotowania danych do obliczen w przestrzeni (3+1)D-wymiarowe;.

Dane do$wiadczalne wykorzystane w rozprawie zostalty opisane w rozdziale 5.
Badane kompleksy zostaly otrzymane i wykrystalizowane przez dr Joanne Sliwiak. Naleza

one do rodlinnych biatek typu Hyp-1 z dziurawca zwyczajnego (Hypericum perforatum). Ich
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cechg charakterystyczng jest aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa, zwigzana m.in. z hydroliza
Sciany komoérkowej bakterii.
Do obliczen wykorzystata pomiary dyfrakcyjne, ktore zostaly wykonane na synchrotronie
APS w USA (dla krysztaléw 7Hyp/ANS) oraz na synchrotronie BESSY II w Niemczech (dla
krysztaldow 9Hyp/ANS). Struktury srednie, jak i nadstrukture dla kompleksu z siedmiokrotng
modulacjg 7Hyp/ANS rozwigzata dr Joanna Sliwiak. Nieznaczne zmodyfikowanie warunkéw
krystalizacji, tj. dodanie melatoniny podczas inkubacji roztworu krystalizacyjnego bialka,
prowadzi do dziewieciokrotnej modulacji struktury kompleksu biatkowego (9Hyp/ANS).
W przedstawionej pracy Doktorantka skupita si¢ na rozwigzaniu nadstruktury 9Hyp/ANS dla
dziewieciokrotnej modulacji oraz struktury 7Hyp/ANS w (3+1)D-wymiarowej przestrzeni.
Duzg trudnos$¢ w okresleniu symetrii przysporzyto zblizniaczenie krysztatow.

Opis uzyskanych przez autorke wynikdéw znajduje si¢ w rozdziale 6 i skiada si¢
z trzech zasadniczych czgsci.
W pierwszej czesci Doktorantka opisuje udoktadnienie modelu struktury krysztalu 9Hyp/ANS
w ujeciu superkomorki przy uzyciu konwencjonalnego oprogramowania do makromolekut
oraz porownuje go ze strukturg 7Hyp/ANS.
W drugiej czesci, dotyczgcej szczegdlowej analizy danych dyfrakcyjnych obu modulowanych
krysztatéw Hyp-1/ANS, Doktorantka skupita si¢ na udoktadnieniu i opisaniu struktury
7Hyp/ANS w przestrzeni wielowymiarowej. W procesie udoktadniania struktury 7Hyp/ANS
w  (3+1)D-przestrzeni Doktorantka uzyla autorskie oprogramowanie stworzone
w $rodowisku Matlab. Opracowany pakiet pozwolil rowniez na wizualizacje danych oraz
wprowadzanie poprawek zwigzanych z drganiami termicznymi sieci krystalicznej (fononami).
Trzecia cze$¢ dotyczy zastosowania metod dynamiki molekularnej do badania ruchéw
termicznych i konformacji faficuchéw bocznych biatka Hyp-1 w oparciu o czysto fizyczne
podejscie, w oderwaniu od wigzéw narzucanych podczas udokladniania struktury
krystalicznej. Tak uzyskane informacje pozwolily Doktorantce okresli¢ preferowane
energetycznie konformacje w obrebie biatka oraz poréwnaé je z modelem udokiadnione;
struktury krystaliczne;.

W podsumowaniu autorka w sposéb zwiezly streszcza uzyskane w pracy wyniki.

W przeciwienstwie do krystalografii struktur modulowanych matych czasteczek,
krystalografia struktur modulowanych dla biatek boryka si¢ z wieloma trudnosciami. Jest to
zwigzane z duzg liczbg udokladnianych parametréw, jak i z brakiem odpowiedniego

oprogramowania. Sytuacja jeszcze bardziej si¢ komplikuje w przypadku zblizniaczenia
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krysztatow biatka. Dlatego wysoko oceniam wkiad Doktorantki w tej dziedzinie oraz
uzyskane przez nig wyniki. Doktorantka nie ustrzegta si¢ jednak w swojej pracy bledow i
niedociggnied.

Przejrzysto$¢ pracy niepotrzebnie zaktdca brak zasady rozpoczynania giownych
rozdzialow od nowej strony (rozdz. 1, 2, 6, 7, 8), jak i nieuzasadnione przerzucanie czgsci
tabel i opisow rysunkéw na kolejng strong (Tab.2, Tab.4, Rys.31, Rys.33). Nie mozna to
wytlumaczyé wzgledami ekologicznymi, bo Doktorantka czgsto na innych stronach zostawia
puste miejsca.

Szkoda, ze w pracy nie zawsze jest wyraznie zaznaczone, czy podawane informacje
dotycza struktury modulowanej, czy struktury sredniej. Problem ten mozna bylo rozwigza¢
wprowadzajac na poczatku pracy odpowiednie oznaczenia dla tych struktur.

W Tab.1 brak jest informacji o btedach parametrow sieciowych (p.50). W tym miejscu nalezy
podkresli¢, ze wykorzystanie informacji o parametrach sieciowych bez analizy ich btedoéw, do
poréwnania struktur modulowanych 7Hyp/ANS oraz 9Hyp/ANS i wysuwanie na te]
podstawie daleko idacych wnioskéw jest malo przekonywujace (p.80).

Szkoda, ze najwazniejszy w pracy rysunek (Rys.24a) obrazujacy dane dyfrakcyjne
w przestrzeni odwrotnej dla krysztatu 9Hyp/ANS nie ma na Rys. 25 swojego odpowiednika,
tj. rzutu wykonanego w programie CrysAlis™

7Hyp/ANS (na Rysunku 24b 1 25).

, tak jak jest to przedstawione dla krysztatu

W pracy doktorskiej brak jest odpowiednich tabel z istotnymi wielkosciami
i parametrami (tj.: liczbg refleksow, liczba udoktadnianych parametréw, czynnikami
zgodnodci, itp.), ktére umozliwitoby ocen¢ i1 poréwnanie uzyskanych wynikéw przy
zastosowaniu opisu metodg struktury sredniej, superstruktury i struktury niewspoéimierne;
oraz ocene zalet, czy przydatnosci zastosowanych opisow.

W pracy trudno znalez¢ tez informacje, czy autorce udato si¢ wyznaczy¢ obsadzenia
,,czesciowo zajetych miejsc” w udoktadnianych modelach struktury (p.84).

Moje inne uwagi dotyczace pracy to:
- brak przejrzystego spisu tresci, zamiast np. 4.3.1 Phaser, 4.5.2 PyMOL itp. (p.4), nalezato
przynajmniej zasygnalizowaé, ze chodzi o nazwy programoéw tym bardziej, ze w pracy brak
jest spisu uzywanych haset i oznaczen;
- brak konsekwencji w oznaczeniach np. dla oznaczenia nadprzestrzeni (3+1)-wymiarowej
Doktorantka naprzemiennie uzywa oznaczen: (3+1)D, (3 + 1)d (p.20), 3D+1 (p.106);
- autorka zbyt czesto w pracy postuguje si¢ zargonem typu: ,krysztal o zaburzonej

temperaturze” (p.8), ,,zaobserwowano oznaki blizniaczo$ci” (p.41), ,,zaprzegnigcie do pracy
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komputerow” (p.9), ,,mozna recznie manipulowac atomami” (p.15), ,,zbieznos¢ do globalnego
optimum” (p.41), ,inne patologie krystalograficzne” (p.81), ,,znaczna zmiennos¢” (p.84),
»region zostal zamaskowany kilkoma czgsteczkami wody” (p.87), ,.stabo zdefiniowana
czasteczka” (p.87), ,,modulacja przebiega wzgledem S$redniej struktury” (p.105), ,,regiony w
krajobrazie energetycznym struktury” (p.104).

Zauwazytem rowniez btedy w cytowaniach, np. pozycja [341] (p.55) oraz niewlasciwe
przypisanie literatury na stronie 9: ,,Najnowszg metoda wyznaczania struktury jest technika
charge flipping, zaproponowana po raz pierwszy w 2004 roku [8].” Metode charge flipping
zaproponowali Oszlényi 1 Siit6, natomiast L. Palatinus zaadaptowal ja w swoim programie
Superflip w 2007.

W rozprawie znalaztem rowniez wiele innych drobnych btedow jezykowych i drukarskich.

Bledy te, jak i zawarte w powyzszej recenzji uwagi nie obnizajg mojej wysokiej oceny
przedlozonej rozprawy.

Nalezy podkresli¢, ze praca porusza liczne trudne i nowe zagadnienia, zwigzane z analizg
struktury modulowanej w biatkach. Wprowadzony przez autorke opis metod obliczeniowych,
a takze zaprezentowane wyniki wskazujag na dobrg znajomos$¢ i pelne zrozumienie

poruszanych zagadnien.

Autorka ma rowniez znaczacy dorobek naukowy: oprocz dwoéch publikacji
dotyczacych pracy doktorskiej, gdzie jest pierwszym autorem, jest rowniez wspotautorky
dwdch innych publikacji z listy filadelfijskiej. W dorobku Doktorantki jest 13 prezentacji
i posterow na konferencjach krajowych i migdzynarodowych. Jest laureatkg dwoch nagrod:
za najlepszy poster (Konwersatorium Krystalograficzne we Wroctawiu w 2018) 1 najlepsza
prezentacje (ECMetAC Days w 2021).

Odbyta dwumiesieczny staz na Wydziale Chemii UAM oraz pie¢ innych krétkich stazy lub
warsztatow naukowych.

Byta kierownikiem grantu: Przesuwanie granic krystalografii: ku zrozumieniu modulacji
struktury w uktadach ~ makromolekularnych, grant  NCN PRELUDIUM
nr 2020/37/N/ST3/01501 oraz wykonawcg grantu: Badania strukturalne kwazikrysztatéw
dekagonalnych i ikozaedrycznych - nieporzadek atomowy, budowa klastrowa 1 wlasnosci

fizyczne, grant NCN OPUS nr 2019/33/B/ST3/02063.



Whnioski koncowe.

Wyniki rozprawy doktorskiej Pani magister wnosza istotny wklad w badania
wlasnosci i1 struktury materiatdéw oraz zashugujg na wysokie uznanie. Z nadmiarem speiniajg
warunki stawiane w ustawie o stopniach naukowych. Rozprawa doktorska wskazuje na
dojrzato$¢ naukowsg Autorki, duza wiedze teoretyczna, jak i dobre przygotowanie w zakresie
metod obliczeniowych. W zwigzku z powyzszym wnosze o dopuszczenie mgr Joanny

Smietanskiej do dalszych etapéw obrony pracy doktorskie;.
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