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Zalozenia Posrdéd technik chemii analitycznej uzywanych w laboratoriach na
calym $wiecie szczegdlne miejsce zajmuja techniki spektroskopowe. Umozliwia-
ja one wyznaczanie struktur molekut oraz daja wglad w mechanizmy reakcji
chemicznych. Wiedza o tym, jak przebiega reakcja w czasie pozwala na opty-
malizacje procesu np. w celu zwigkszenia jego wydajnosci. W celu efektywnych
pomiaréw czasorozdzielczych wazne jest stworzenie szybkich technik pomiaro-
wych, ktére umozliwialyby powtarzanie eksperymentéw z duza czestotliwoscia.
Dwu- i wielo-wymiarowa spektroskopia NMR jest doskonalym zrédlem szczegéd-
towej informacji strukturalnej, ale jest zbyt powolna aby mogta stuzyé¢ efektyw-
nemu monitorowaniu reakcji. Celem niniejszej pracy bylo opracowanie meto-
dy umozliwiajacej stosowanie wielowymiarowej spektroskopii NMR, w wariancie
czasorozdzielczym.

W tradycyjnym podejsciu monitorowanie reakcji za pomoca NMR przepro-
wadza sie przy uzyciu serii widm jednowymiarowych (najczesciej "H NMR). Sa
to szybkie i czule eksperymenty, ale zawodza w przypadku skomplikowanych
mieszanin ktérych widma skladaja sie z olbrzymiej liczby nakrywajacych sig
pikéw. Problem rozdzielczo$ci mozna rozwiazaé¢ wprowadzajac dodatkowe wy-
miary widma. Spektroskopia wielowymiarowa jest jednak czasochlonna. Glow-

ng przyczyna nie jest jednak jej niska czulosé, ale ograniczenia klasycznej teorii



prébkowania (teoremat Nyquista i zasada nieoznaczonosci Fouriera) w wyniku
ktorych szerokos$é¢ piku jest zwiazana z liczba zmierzonych punktéw sygnatu,
a wiec posrednio z czasem pomiaru, ktéry musi siegaé¢ czesto kilku dni. Wiele
technik zostato zaproponowanych, aby ominaé te ograniczenia, takich jak ultra-

szybki NMR [1] czy nowe techniki prébkowania [2]

Prébkowanie niejednorodne (Non uniform sampling (NUS)) jest coraz cze-
$ciej stosowane jako technika pozwalajaca na pomiar wielowymiarowego widma
w stosunkowo krétkim czasie. W podejsciu NUS, jedynie niewielki podzbidr lo-
sowo wybranych punktéw sygnatu jest rzeczywiscie mierzony w eksperymencie.
Pozostale punkty sa rekonstruowane za pomoca zaawansowanych algorytmow,

rézniacych sie zalozeniami i zakresem stosowalnosci.

Czasorozdzielczy NUS (Time Resolved NUS (TR-NUS)) zostal zapropono-
wany przez Orekhova i wspéipracownikéw [3]. Idea podejscia opiera sie na za-
rejestrowaniu sygnatu NUS prébkowanego losowo réwnolegle do procesu zacho-
dzacego w probcee. Zestaw danych jest nastepnie dzielony na podzbiory odpo-
wiadajace kolejnym momentom czasu rzeczywistego. Kazdy z podzbioréw stuzy
do rekonstrukeji widma, ktére stanowi “klatke” w “filmie” obrazujagcym zmiany

zachodzace w widmie w wyniku reakcji.

Sposéb realizacji W ramach niniejszej pracy udoskonalatam oryginalng tech-
nike TR-NUS przez zastosowanie algorytméw przetwarzania danych opartych na
skompresowanym prébkowaniu (compressed sensing, CS). CS jest grupa metod
rekonstrukeji widma z danych NUS opartych na zalozeniu, ze powstajace wid-
mo jest rzadkie lub kompresowalne. Zaltozenie takie jest dosé dobrze spetnione w
przypadku widm NMR, ktére zazwyczaj skladaja sie ze stosunkowo niewielkiej
liczby pikéw w dziedzinie czesto$ci (w poréwnaniu z jej rozmiarem). Zastoso-

wanie CS w przetwarzaniu TR-NUS zapewnia duzo lepsze efekty niz oryginalna



metoda dekompozycji wielowymiarowej [3], ale wymaga optymalizacji parame-
tréow takich jak: rodzaj prébkowania, wielko$é “klatki”, dopuszczalne zmiany
amplitudy pikéw etc. Analiza widma przypominajacego “film”, choé potencjal-
nie dostarczajaca wielu nieoczywistych informacji, jest rowniez nietrywialna.

Gléwnymi celami niniejszej pracy byto:

e Wprowadzenie wariantu TR-NUS opartego na przetwarzaniu danych za
pomoca CS i zastosowanie go w monitorowaniu reakcji zachodzacych w
skomplikowanych mieszaninach lub prébkach makromolekut.

e Zaproponowanie technik przetwarzania sygnatu o optymalnej rozdzielczo-
$ci czasowej i czutosci.

e Opracowanie technik analizy widma otrzymanego z TR-NUS.

e Teoretyczna analiza ksztaltu linii i artefaktéw.

Wyniki W poczatkowym etapie moich badan zastosowatam TR-NUS do mo-
nitorowania wywolanego temperatura procesu rozwijania dwdch niewielkich bia-
tek globularnych (ubikwityny ludzkiej i domeny SH3 bialka alfa-spektryny ku-
rzej). Prébkowanie pos$rednio mierzonego czasu t1 w eksperymencie 15N HSQC
bylto prowadzone rownolegle do liniowej zmiany temperatury. Po przetworzeniu
danych TR-NUS za pomoca algorytmoéw CS, polozenia i intensywnosci pikéw
zostaly poréwnane z klasycznym eksperymentem. Zostal tez oceniony empirycz-
nie wplyw rozmiaru “podzbioru” na jako$¢ widma. Efektem prac byla publikacja
w pismie ChemPhysChem.[4].

Powodzenie metody w projekcie sktonito mnie do zastosowania jej w analizie
chemicznej produktow reakcji enzymatycznych zachodzacych w mieszaninach
pochodzenia naturalnego. Jako przyktadu uzylam reakcji fermentacji alkoholo-
wej 1 mlekowej zachodzacej w roztworach maki pszennej oraz mleka. Opracowa-
tam protoko6! eksperymentalny, skrypty stuzace analizie widm TR-NUS (“Sle-
dzeniu” pikéw od klatki do klatki) oraz sposéb zwiekszenia rozdzielczosci czaso-
wej post factum. Ponadto, zaproponowalam uzycie metody analizy korelacyjnej

STOCSY [5][6], standardowo stosowanej w seryjnych pomiarach jednowymiaro-



wych, w analizie otrzymanych wykreséw intensywnosci pikéw widmowych. Za-
stosowanie STOCSY umozliwito rozdzial widma mieszaniny na “pod-widma”
zwigzkow zaangazowanych w niezalezne reakcje chemiczne. Wyniki badan zo-
staly opublikowane w w pisSmie Analytical Chemistry.[7]

Obserwowane w obu powyzszych projektach stosunkowo duze wahania am-
plitudy pikéw nie mogly by¢ wytlumaczone wylacznie zjawiskiem niedoskonalej
rekonstrukeji sygnatu NUS. Widma TR-NUS zawieraja dodatkowe artefakty
zwiazane z amplituda sygnalu zmieniajaca sie w ramach jednego podzbioru.
Eksperymentalne i teoretyczne zbadanie tego zjawiska bylo nastepnym zada-
niem realizowanym w ramach niniejszej pracy. Modelowym ukladem do badania
tego zagadnienia bylo widmo 2D NOESY zdominowane przez silne piki diago-
nalne. Aby wywolaé kontrolowana, liniowg zmiane amplitudy pikéw, posrednio
mierzony czas t; byl zmieniany losowo. Czas mieszania byt zmieniany liniowo
rownolegle do inkrementowania TR-NUS. Uzyskane wyniki stosunku sygnatu do
artefaktow dla réznych szybkosci inkrementacji byty poréwnane z zaleznosciami
uzyskanymi w wyniku rozwazan teoretycznych. Praca zostata opublikowana w
Journal of Magnetic Resonance.[8]

Rozszerzeniem badan teoretycznych byla praca nad wlasciwosciami algoryt-
méw CS dotyczaca dopuszezalnego poziomu probkowania sygnatu i jego zalezno-
$ci od liczby pikéw w widmie. Badania te, prowadzone w oparciu o powszechnie
stosowane widma *C HSQC oraz NOESY prowadzily do wynikéw zgodnych
z teorig CS, ale sprzecznych z ugruntowanym (falszywym) przeswiadczeniem
o zaleznosci trudnoéci rekonstrukeji od poziomu prébkowania NUS mierzonego
wzgledem pelnej siatki (a nie, jak méwi teoria, liczby pikéw). Wyniki analiz sta-
ly sie czedcig wiegkszego przegladu opublikowanego w Journal of Biomolecular
NMR.[9]

Powodzenie metody w badaniach chemicznych i zrozumienie jej ograniczen
spowodowaly, ze mozna bylto mysle¢ o rozszerzeniu jej zastosowan na trudniej-
sze przypadki, np. problemy mikrobiologii. Jako przyktad wybratam rzeczywisty

problem wystepujacy w kosmetologii, mianowicie dzialanie sSrodkéow antybakte-



ryjnych na szczep Propionibacterium acnes wywolujacy tradzik. Badanie meta-
bolizmu kolonii bakterii in situ zmieniajacego sie pod wptywem dodatku toniku
antybakteryjnego stato sie mozliwe dzieki uzyciu TR-NUS. We wspotpracy z Dr
Irena Eris S.A. przebadano szereg czynnikéw antybakteryjnych i zaproponowa-
no protokot oparty na eksperymentach TR-NUS: 2D TOCSY i 2D HSQC. Ten
ostatni mial zastosowanie w przypadku kolonii zywionych znakowana wzbogaco-
ng w 3C glukoza. Praca zostala wyslana niedawno do Frontiers in microbiology.

Jako perspektywe przysztych udoskonalen przeanalizowalam mozliwosé uzy-
cia transformacji Radona w przetwarzaniu widm w ktérych zachodzi liniowa
zmiana polozen pikéw. Wstepne badania, oparte na serii pomiaréw 1D i 2D
15N HSQC wskazuja, ze mozliwe jest znaczne wzmocnienie czulogci pomiaru
lub jego przyspieszenie. Co ciekawe, podejécie jest oparte na klasycznym préb-
kowaniu, a zatem nie posiada ograniczen zwigzanych z rekonstrukcja CS. Praca
jest w przygotowaniu, wyniki sa zebrane w rozdziale “Perspectives® niniejszej

rozprawy.

Whnioski Zaproponowana metoda okazala sie efektywnym rozwigzaniem w
wielu problemach: od chemii analitycznej do mikrobiologii. Jej dalsze udosko-
nalenia staly sie tematem kolejnego projektu, finansowanego przez Narodowe
Centrum Nauki w ramach programu OPUS 9, ” Czasorozdzielcza N-wymiarowa
spektroskopia do monitorowania proceséw fizycznych i chemicznych“ realizowa-
nego w zespole dr hab. Krzysztofa Kazimierczuk. Wnikliwa analiza jej ograni-
czen pozwolita sformulowaé rowniez alternatywny plan zastosowan transforma-
cji Radona w badaniach czasorozdzielczych.

Warto podkredli¢, ze zaproponowane rozwiazanie jest znacznie prostsze w
uzyciu niz konkurencyjne metody spektroskopii ”dwuwymiarowej jednoskano-
wej“ [10] lub opartej na szybkim prébkowaniu[l1]. Nie wymaga modyfikacji

sekwencji impulsowych ani zastosowania specjalnej aparatury.
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