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»Nowe eksperymenty NMR w badanin kwaséw nukleinowych i bialek samoistnie
nieustrukturyzowanych (IDP)”

Gléwnym problemem przy okre$laniu struktury bialek i kwaséw nukleinowych na podstawie
danych uzyskanych w wyniku analizy NMR jest niejednoznaczne przypisanie widm, co jest kwestig
skomplikowana ze wzgledu na silne nakladanie si¢ sygnatéw. Jednym z gléwnych celow badawczych
prof. Wiktora Kozmifiskiego i jego zespolu na Wydziale Chemii, w Centrum Nauk Biologiczno-
Chemicznych  Uniwersytetu  Warszawskiego, jest rozwd] nowych metod uzyskiwania
wielowymiarowych spekirow NMR w celu zlagodzenia tego problemu. Projektowanie nowych
sekwencji impulséw w celu szybszego lub dokladniejszego okreslenia parametréw spekiralnych NMR
oraz metod szybkiego uzyskiwania widm wielowymiarowych moze istotnie przyspieszy¢ i ulatwicé
przypisywanie przesunie¢ chemicznych, nawet w szczegélnie trudnych przypadkach, takich jak biatka
nieustrukturyzowane (IDP).

Rozprawa doktorska Pana Saurabha Saxena zostala przygotowana pod kierunkiem prof.
Kozminskiego. Dwoma gléwnymi zagadnieniami tej pracy sa wykorzystanie wysokowymiarowej
spektroskopii NMR z zastosowaniem nierdwnomiernego probkowania (NUS) do analizy wartosci
przesunig¢ chemicznych w nieustrukturyzowanych biatkach oraz opracowanie nowych
wysokowymiarowych eksperymentoéw do badania kwasow nukleinowych.

Rozprawa doktorska Pana Saxena nie ma typowej struktury. Zaczyna si¢ 4,5 stronicowym
streszczeniem (w jezyku angielskim i polskim), po ktérym nastepuje pie¢ rozdziatléw oraz wykaz 80
odnosnikow literaturowych. Trzy z tych rozdzialéw (2, 3 i 4) zawieraja 10 prac, ktérych wspdlautorem
jest pan Saxena, opublikowanych w bardzo dobrych, recenzowanych czasopismach. Zasadniczo
oczekiwatam, ze w rozprawie przedstawiajacej cykl publikacji zamieszczony zostanie wykaz tych
prac. Jednakze, nigdzie w niniejszej dysertacji takiej listy nie znalaztam. Na moja prosbe dostarczone
zostaly dokumenty, na podstawie ktérych mozna bylo oceni¢ wkiad pracy pana Saxena w
przygotowanie prac.

(Stronag druga dokumenty)

Pierwszy rozdzial (4,5 strony) zatytulowany "Biomolekularny NMR" wskazuje problemy z
wyznaczaniem struktury biomolekul za pomoca spektroskopii NMR. Drugi rozdziat (9 stron) nosi
tytut "Wielowymiarowe NMR" i pokrdtce przedstawia ide¢ niejednorodnego prébkowania i jego
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zastosowania w eksperymentach wysokowymiarowego (3-5 D) NMR poswigconych przypisywaniu
sygnalow w lancuchu gléwnym i bocznym w nieustrukturyzowanych biatkach. Na koncu tego
rozdzialu zalgczone sg kopie szeSciu publikacji. Tylko jeden z tych artykuldw jest wspomniany w
tekScie. Niestety, brak jest komentarza, ktéry powigzatby tekst w rozdziale 2 z zalaczonymi
publikacjami.

Pierwszy artykut z serii to doskonala praca przegladowa na temat ,Zastosowania
wielowymiarowych eksperymentéw w biomolekularnym NMR" opublikowana w 2015 roku w Prog.
Nucl. Magn. Reson. Spectrosc. Przeglad ten obejmuje wszystkie tematy, o ktérych krétko wspomniano
w rozdziale 2 niniejszej rozprawy. Zgodnie z o$wiadczeniem pana Saxena, kilka podrozdziatow
niniejszego artykuty, w tym: "Szybkie metody NMR?, ,,Ukierunkowana akwizycja”, Hiperwymiarowy
NMR" i "Przypisywanie przesunig¢ chemicznych w kwasach nukleinowych" zostalo napisanych przez
niego. Pozostatych sze$¢ publikacji jest poswigconych zastosowaniu opracowanych w laboratorium
zaawansowanych metod wielowymiarowej spektroskopii NMR w  badaniach  bialek
nieustrukturyzowanych (IDP). Artykul opublikowany w 2015 roku w Angew. Chem. Int. Ed.
przedstawia nowatorski, krzyzowo skorelowany eksperyment 4D NMR dotyczacy badania struktury
laficucha gléwnego w nieustrukturyzowanych biatkach. Druga z publikacji ukazala si¢ w Protein Sci.
w roku 2013 i jest ona poswigcona badaniom nad zalezna od protonowania zmiennoscia
konformacyjng nieustrukturyzowanych biatek. Ostatnie cztery artykuly zostaly opublikowane w
Biomol. NMR Assign. w roku 2013, 2014 i 2015 i sa poswigcone przypisywaniu przesunigé
chemicznych w czterech nieustrukturyzowanych bialkach: w ludzkim biatku BASPI1, ludzkiej
osteopontynie, domenie MAP1B wigzacej mikrotubule i domenie bHLHZip w v-Myc. Zesp6t prof.
Kozminskiego opracowal szereg metod wielowymiarowego NMR stosowanych do badania tych
wymagajacych czgsteczek. Aby mozliwe bylo sprawdzenie skutecznosci wspomnianych nowych
metod oraz nowych strategii przypisywania przesuni¢¢ chemicznych, w pierwszej kolejnosci
konieczne bylo wykonanie Zzmudnej pracy i przeanalizowanie zlozonego widma. Zgodnie z
zalaczonym oswiadczeniem pana Saxena i pozostalych wspdtautorow, jego udzial w powstawaniu
tych artykuléw polegat na przypisywaniu sygnatéw. Po przeczytaniu niniejszego rozdzialu rozprawy
doktorskiej, miatam wrazenie, ze pan Saxena nie docenia swojego wysitku wlozonego w
przypisywanie sygnaldéw w tych bardzo wymagajacych ukladach. Rozdzial ten nie zawiera Zzadnej
dyskusji dotyczacej zalet i wad nowych eksperymentéw ani strategii przypisywania przesuni¢é
wykorzystywanych do analizy widm NMR nieustrukturyzowanych biatek.

W kolejnym 3 rozdziale (4 strony) zostala opisana w skrécie rola symulacji efektéw sekwencji
impulséw wielowymiarowych w optymalizacji skomplikowanych eksperymentéw NMR.

(Strona trzecia dokumentu)
Pod koniec rozdzialu znajduje si¢ informacja, Ze takie podejécie zostalo zastosowane do
zaprojektowania nowych eksperymentéw *C-"C-edited 4D NOESY alifatyczno-aromatycznych bez
element6éw diagonalnych z wykorzystaniem niejednorodnego probkowania. I rzeczywiscie, zalgczony
artykut (J. Biol. NMR, 2013) pokazuje przydatno$é tej metody na przykladzie zmutowanego biatka
ludzkiego S100A1 (E32Q).

Koncowa czg$¢ rozprawy doktorskiej jest zwigzana z problemami spektroskopii NMR w
badaniach RNA. Z mojego punktu widzenia, rozdziat 4 (9 stron) jest najbardziej interesujgca, wazng i
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metoda ta nie dziala dobrze, gdy rosnie dlugos¢ RNA”; moje pytanie dotyczy wigc tego, jak wiele
czastek RNA i jakie ich rodzaje zostaly przebadane?

Inne komentarze

* Moim zdaniem, tytut rozprawy doktorskiej "Nowe eksperymenty NMR w badaniu kwasoéw
nukleinowych i nieustrukturalizowanych bialek" jest niefortunny, poniewaz tylko w dwoch z
dziesigciu zalgczonych artykuldw autor przyczynit sie do zaprojektowania nowych eksperymentow
NMR.

+ Lista odno$nikow literaturowych, z edytorskiego punktu widzenia, jest stabo przygotowana,
gdyz nie ma jednoznacznego formatu ich przedstawienia. Dodatkowo, w odnosniku 67 brak jest
podanego tomu i numeréw stron. Podano "S.Zerko" zamiast "S. Zerko " jako autora odno$nika [70].
Nalezy pamigtaé, Zze oprogramowanie wykorzystywane do automatycznego tworzenia listy
odnosnikow nie musi by¢ zawsze idealne.

Pomimo pewnej ogolnej krytyki, wspomniana powyzej rozprawa doktorska pana Saxena
porusza bardzo cickawe i wazne aspekty biomolekularnej spektroskopii NMR. Wyniki przedstawione
w pracy otwieraja nowe obiecujace kierunki w badaniu RNA metoda spektroskopii NMR.
Przygotowanie niniejszej pracy wymagalo, by pan Saxena zdobyl niezbedng wiedze teoretyczng oraz
wszelkie praktyczne umiejgtnosci potrzebne do zaproponowania tak zaawansowanych
eksperymentow. Na podstawie opinii wydanej powyzej, stwierdzam, ze rozprawa doktorska
przedstawiona przez pana Saurabha Saxena spelnia wszystkie niezbgdne wymogi stawiane pracom
doktorskim i wnioskuje o nadanie jej autorowi tytutu Doktora.

(Odreczny podpis: Zofia Gdaniec)

Niniejszym potwierdzam zgodnos¢é powyzszego ttumaczenia z przediozonym mi w dniu 14
listopada 2016 roku oryginatem dokumentu w jezyku angielskim.
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