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

Streszczenie

Zjawisko modulacji struktury jest stosunkowo dobrze poznane w krystalografii
matoczasteczkowej, ale jego wystepowanie w makromolekularnych krysztatach biatkowych byto
zaskakujace. Fizyczne przejawy tego zjawiska obejmujg obserwacje dodatkowych reflekséw miedzy
gtéwnymi pikami braggowskimi na dyfraktogramach. W rezultacie modulacji, symetria translacyjna
krysztatu zostaje zaburzona w przestrzeni tréjwymiarowej, a periodycznos$é struktury zostaje
przywrdcona tylko w wyzszych wymiarach. Wymaga to stosowania specjalistycznych metod analizy
wielowymiarowej do prawidtowego wskaznikowania obrazéw dyfrakcyjnych i opisu struktury.
Modulacja struktury moze by¢ spowodowana zaréwno periodycznymi zmianami pozycji atomoéw
w miejscach okreslonych przez symetrie przestrzenng komorki, jak i okresowymi zmianami
obsadzenia danej pozycji krystalograficznej.

Dotychczasowe metody rozwigzywania i udoktadniania struktur rutynowo stosowane
w krystalografii biatek nie s3 odpowiednie do przeprowadzenia kompleksowej analizy modulowanych
struktur. Ograniczenie do opisu w przestrzeni tréjwymiarowej oznacza przyjecie wymiernosci
modaulacji, gdzie porzadek translacyjny zostaje przywrdcony po okreslonej, catkowitej liczbie komérek
elementarnych. Wéweczas strukture nalezy analizowaé w powiekszonej superkomérce, co prowadzi
do znacznego wzrostu liczby parametréw w przypadku ztozonych struktur biatkowych oraz umozliwia
uzyskanie tylko przyblizonego modelu.

Brak odpowiednich narzedzi do analizy makromolekularnych struktur modulowanych
prowadzi do powaznych problemdéw z wihasciwym wskaznikowaniem i przetwarzaniem danych
dyfrakcyjnych, a nastepnie konstruowaniem kompletnego modelu struktury o zadowalajgcych
wskaznikach rozbieznosci. Dotychczas udato sie przeprowadzi¢ petng analize strukturalng tylko dla
kilku modulowanych krysztatdw biatek. Nalezg do nich kompleksy biatka Hyp-1 z dziurawca
zwyczajnego (Hypericum perforatum) z fluorescencyjnym ligandem ANS (8-anilinonaftaleno-1-
sulfonianem). W zaleznosci od warunkow krystalizacji, kompleksy biatkowe Hyp-1/ANS moga tworzy¢
krysztaty o siedmio- (7Hyp/ANS) lub dziewieciokrotnej modulacji struktury (9Hyp/ANS) wzdtuz
kierunku c grupy przestrzennej C2.

W ramach rozprawy doktorskiej poréwnywatam dwie modulowane struktury krystaliczne
kompleksu biatkowego Hyp-1/ANS. Pierwsza z nich, oznaczona jako 7Hyp/ANS, zostata otrzymana,
rozwiazana i opisana przez dr Joanne Sliwiak oraz grupe prof. Mariusza Jaskélskiego w 2015 roku i
posiadata siedmiokrotng modulacje wzdtuz osi c oraz zawierata 28 niezaleznych molekut biatka w
rozbudowanej superkomoérce. Obecno$¢ modulacji i elementéw tNCS (Translational Non-
Crystallographic Symmetry, niekrystalograficzna symetria translacyjna) byta potgczona ze
zblizniaczeniem krysztatu, co stanowito dodatkowg trudnos$¢ podczas rozwigzania i udoktadniania
struktury. Ostatecznie struktura zostata rozwigzana i udoktadniona w podejsciu superkomorki,
a nastepnie wyniki badan zdeponowano w bazie PDB (Protein Data Bank) z kodem 4N3E. Wkrétce
potem podczas zmiany warunkow krystalizacji i kokrystalizacji w obecnosci hormonu roslinnego
melatoniny, otrzymano kolejng modulowang strukture kompleksu Hyp-1/ANS. Omawiany model
kompleksu 9Hyp/ANS z dziewieciokrotng modulacjg wzdtuz osi ¢ sktadat sie finalnie z 36 molekut
biatka Hyp-1 rozmieszczonych zgodnie z motywem zawierajgcym 4 molekuty (2 dimery) Hyp-1
powtérzonym 9 razy wzdtuz c (4 x 9 = 36). Struktura 9Hyp/ANS zostata rozwigzana przez dr Joanne
Sliwiak analogicznie do poprzedniego przypadku 7Hyp/ANS, a nastepnie udoktadniona przeze mnie w
ujeciu superkomorki.



Przedstawiona rozprawa doktorska sktada sie z trzech zasadniczych czesci i zadan zwigzanych
z analizg struktury krystalicznej biatka Hyp-1. Pierwsza cze$¢ obejmuje udokfadnienie modelu
struktury  krysztatu 9Hyp/ANS w ujeciu superkomérki przy uzyciu konwencjonalnego
oprogramowania oraz zwigzanej z nim analizy elementéw strukturalnych krysztatu, szczegdlnie
kwestii zwigzanych z upakowaniem atomoéw w obrebie komodrki elementarnej, perturbacjami
periodycznosci struktury, poréwnaniem ze strukturg 7Hyp/ANS oraz rozmieszczeniem liganda.

W drugiej czesci dokonatam szczegétowej analizy danych dyfrakcyjnych obu modulowanych
krysztatow Hyp-1/ANS, udoktadnienia oraz metodycznego opisu i udoktadnienia struktury 7Hyp/ANS
w przestrzeni wielowymiarowej. W procesie udoktadniania struktury 7Hyp/ANS zostato uzyte
autorskie, specjalistyczne oprogramowanie stworzone w S$rodowisku Matlab. Zrezygnowanie z
uproszczonego zaftozenia wymiernosci modulacji oraz wprowadzenie dodatkowych poprawek
uwzgledniajacych nieporzadek w strukturze pozwolito na uzyskanie nowych modeli oraz poprawe ich
wskaznikdw rozbieznosci. Opracowany pakiet zostat nastepnie rozbudowany o kolejne moduty
umozliwiajgce wizualizacje danych oraz wprowadzanie poprawek zwigzanych z drganiami
termicznymi sieci krystalicznej (fononami).

Trzecia cze$é pracy dotyczy zastosowania metod dynamiki molekularnej do badania ruchéw
termicznych i konformacji taicuchdw bocznych biatka Hyp-1 w oparciu o czysto fizyczne podejscie, w
oderwaniu od wiezdw narzucanych podczas udoktadniania struktury krystalicznej. Uzyskane
informacje pozwolity okresli¢ preferowane energetycznie konformacje w obrebie biatka oraz ich
poréwnanie z wariantami dobranymi w procesie udokfadniania struktury krystalicznej.



