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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Rupashree Dass zatytutowane;j:

Time-resolved multidimensional NMR spectroscopy with non uniform sampling

Recenzowana rozprawa doktorska mgr Rupashree Dass zostala wykonana 1 napisana
na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego a jej promotorem byt dr Krzysztof
Kazimierczuk, ktory jest jednym z wiodacych specjalistow w dziedzinie nowoczesnych metod
detekcji w magnetycznym rezonansie jgdrowym (NMR).

Jednym z wielu licznych zastosowan NMR jest wyznaczanie przestrzennych struktur
czasteczek, dynamika czasteczkowa oraz badanie oddzialywan migdzyczasteczkowych. Te
zastosowania staja si¢ szczegolnie wazne w badaniach uktadéw biologicznych w warunkach
bliskich do warunkéw fizjologicznych, zwlaszcza ukladow stosunkowo matych z
biologicznego punktu widzenia, o masach do 40 kDa. Jednak catkowity czas niezbedny do
wykonania wszystkich niezbednych do tego celu wielowymiarowych widm NMR jest dlugi.
Czasem jest to zbyt dlugi czas ze wzgledu na ograniczong trwalo$¢ materiatu biologicznego
lub stabilno$¢ spektrometru. Skrocenie czasu pomiardw mozna 0siggngc  stosujac
niejednorodne probkowanie (NUS). Metoda NUS pozwala na znaczng oszczednos$¢ czasu
przy zachowaniu lub w pewnych przypadkach nawet poprawie rozdzielczosci widmowej w
wymiarach z detekcja posrednia w pordwnaniu do metod standardowych stosujacych
probkowanie jednorodne. Z drugiej strony mankamentem NUS jest pojawianie si¢ zakldcen
wymagajacych stosowania skomplikowanych algorytmoéw czyszczacych widma. Dr Krzysztof
Kazimierczuk 1 jego wspolpracownicy od wielu lat prowadza badania w tej dziedzinie
wprowadzajac migdzy innymi do spektroskopii NMR metode przetwarzania sygnatléw zwang
compressed sensing (CS). Kolejnym waznym krokiem w rozwoju metody NUS byla
adaptacja do NMR techniki rozdzielczej czasowo (TR). Widma TR NUS pozwalajg na pomiar
1 1losciowa ocen¢ zmian zachodzacych w widmach na skutek procesow zaleznych od czasu
lub zmiennych warunkéw fizycznych jak n.p. temperatura.

Glowne cele recenzowanej rozprawy zostaly przez autorke sformulowanew sposob

nastepujacy: wprowadzenie wariantu TR NUS opartego na CS 1 zastosowanie go do



monitorowania ztozonych reakcji chemicznych, znalezienie takiej metody przetwarzania
sygnatu, ktéra rownoczesnie poprawialaby rozdzielczo$¢ czasowg oraz jej czutos$¢, stworzenie
metod pozwalajacych na analiz¢ widm pseudo 3D mierzonych technikg TR NUS 1 wreszcie
wykonanie teoretycznej analizy zaleznosci pomiedzy ksztaltem sygnalu a wielkoscig
zaklocen.

Rozprawa sktada si¢ z czterech czesci, dodatkdéw zawierajacych cze$¢ doswiadczalng i
programy pomocnicze stosowane przez autorke oraz kopie czterech publikacji zawierajacych
wickszg czes¢ wynikow otrzymanych w trakcie wykonywania pracy doktorskiej. Pierwsza
czgs¢, Introduction, zawiera opisy podstaw wielowymiarowej spektroskopii NMR,
niejednorodnego probkowania, CS oraz wprowadzenie podejscia rozdzielczo czasowego do
spektroskopiit NMR. W czesci drugiej, Methods, wyjasnione zostaty bardziej szczegdlowo
zatlozenia TR NUS oraz przedstawiona zostala szczegdlowa analiza zaleznosci pomiedzy
amplitudg sygnatlu a wielkoscig zakldcen wprowadzanych przez NUS. Trzecia czgsc,
Application, zawiera opisy zastosowania TR NUS do ilosciowych badan rozwijania biatek
pod wplywem zmiany temperatury, przebiegu reakcji biochemicznych i1 metabolizmu
bakteryjnego oraz wyznaczanie procesu narastania magnetyzacji w widmach NOESY
mierzonych metodg TR NUS. Czwarta czgs$¢, Perspectives, zawiera krotkie opisy trzech
interesujacych tematow: zaadoptowanie TR NUS do matych spektrometréw "biurkowych",
naprzemienny pomiar réznych typow widm NMR w jednym bloku pomiarowym oraz
zastosowanie transformacji Radona w spektroskopii NMR.

Opis metod przedstawionych w pierwsze] czesci jest zwiezly 1 klarowny.
Wyczerpujaco zostaty przedstawione informacje niezbedne do zrozumienia kolejnych czesci
rozprawy. Niemniej mozna w tej czeSci znalez¢ kilka nieprecyzyjnych sformulowan i
drobnych bledow. N.p. na str. 4 fragment "Ry is the relaxation rate" nalezy doda¢ stowo
"transverse". Brakuje definicji symbolu nis w roOwnaniu (5) na str. 8. Na rys. 4 (str. 8) brakuje
wyjasnienia skali osi rzednych a przedstawiony na tym rysunku przebieg wydaje si¢
niemozliwy do realizacji w jakimkolwiek pomiarze NOE. Termin "virtual echo" (str. 18)
sciSle zwigzany z rzadkim probkowaniem widm NMR powinien by¢ wyjasniony bardziej
szczegdlowo. Na rys 8 ze str. 19 0$ rzednych zostata omyltkowo oznaczona jako 'H a nie "*C.
Co ciekawe, podobny btad znajduje si¢ w publikacji zawierajacej ten materiat.

Krotka druga czgs$¢ zawiera opis techniki TR NUS a takze omdéwione zostaty niektore
wazne czynniki majace wpltyw na jako$¢ otrzymywanych widm. S3 to rozmiar podzbioru
danych wykorzystywanych w rekonstrukcji widma z wykorzystaniem metody CS,

zminimalizowanie probleméw wynikajacych ze sprzecznosci pomigdzy intensywnoscig



sygnalu a rozdzielczo$cig czasowag 1 wielkoscig zakldcen. Ponadto skrétowo omoéwiono
0golng idee statystycznego TOCSY (STOCSY) oraz trudnosci we wigczeniu techniki TR do
tej metody. Ta czg$¢ razem z poprzednig tworza znakomite przygotowanie do nastepnej
czesci rozprawy. Drobne zastrzezenie do tej czgsci dotyczy braku wyjasnien dwoch skrotow.
Skrot BT-HNCO zostal uzyty w tekscie dwukrotnie (str. 25, 26) bez komentarza. Nawet
rozszyfrowanie BT jako Best TROSY wymaga kilku stéw wyjasnienia oraz odpowiedniego
odnosnika literaturowego. Drugi skrot, MDD, posiada co prawda odnos$nik literaturowy, ale
wydaje si¢, ze nalezato podac¢, ze MDD jest wyspecjalizowanym pakietem oprogramowania.

Glowna trzecia cz¢$¢ rozprawy poswiecona jest zastosowaniom metody TR NUS.

Pomiary 1 wyniki temperaturowego rozwijania biatka byly wykonane na dwodch
matych biatkach, domenie SH3 kurzej alfa spektryny i ludzkiej ubikwityny. Ciagle zmiany
przesunie¢ chemicznych lub wielkosci sygnalow byly wyznaczane z widm zmierzonych
metodg TR NUS 1 poréwnane z otrzymanymi z zestawu widm zmierzonych standardowo.
Poréwnanie wykazalo zgodno$¢ ilosciowa obu metod. Nalezy jednak bra¢ pod uwage
poszerzenie sygnatlow wynikajgce z rekonstrukcji widm z jednowymiarowych sktadowych
zmierzonych w réznych temperaturach. Mimo stwierdzenia, ze "the conventional approach
took more experimental time" nie podany zostat liczbowy wynik okreslajacy ten zysk
czasowy. Wyniki tych badan zostaty opublikowane.

Sledzenie przebiegu reakcji biochemicznych byly badane na przyktadach fermentaciji
maki pszennej oraz fermentacji mleka. Poniewaz jednowymiarowe widma 'H czegsto
wykazuja niedostateczng rozdzielczos¢ widmowa powoduje to konieczno$¢ stosowania
dwuwymiarowych widm 'H/">C HSQC i w konsekwencji analizy widm pseudo 3D z czasem
reakcji w trzecim wymiarze. Na koncu tego rozdziatu znajduje si¢ stwierdzenie: "TR-NUS
implemented with CS processing in a 2D experiment, is a much better alternative than using
'"H NMR for monitoring fast reactions involving complex mixtures". Czy naprawde
zastosowana metoda jest znacznie lepsza niz rozdzielenie nalozonych sygnaldow o znanym
ksztatcie 1 potozeniu w widmach jednowymiarowych?

Ilosciowe wyznaczenie objetosci sygnatdow korelacyjnych w serit widm NOESY w
celu obliczenia predkosci relaksacji wzajemnej wykorzystywanej do wyznaczania odleglosci
miedzyjadrowych jest zawsze zadaniem trudnym. Dlatego zastosowano TR NUS w widmach
NOESY, aby wyznaczy¢ objetosci sygnatow korelacyjnych w  sposdb ciagly.
Zminimalizowano najwigksza napotkang przeszkode¢ - zaklocenia znieksztalcajace
wyznaczane objetosci sygnatow korelacyjnych. To podejscie byto badane przy wykorzystaniu

probki strychniny a wyniki pordwnano z wynikami otrzymanymi z serii standardowo



zmierzonych widm NOESY. Uwagi recenzenta do tej cze$ci sg nastepujace. Na str. 51
napisano: "mixing time is changed linearly with every # point". Taka modyfikacja sekwencji
NOESY zostala po raz pierwszy wprowadzona w roku 1982 pod nazwa accordion
spectroscopy. Byloby dobrze wspomnie¢ o tym. Ponadto dlaczego rys. 28 i tabela 2 znajduja
si¢ w odlegtych miejscach tekstu. Tabela 2 jest umieszczona na str. 53 a rys. 28 na str. 61,
podczas gdy oba s3 omawiane na str. 59.

Na koncu tego rozdziatu znajduje si¢ stwierdzenie: "NOESY provides results in
shorter time than conventional experiments. The resulting internuclear distance values have
greater accuracy than those obtained from conventional experiments." Podobnie jak
poprzednio nie podano ile wynosi deklarowany zysk czasowy. Ponadto opierajac si¢ na
liczbach podanych w tabeli 2 druga czg$¢ przytoczonego stwierdzenia wydaje si¢
nieprawdziwa.

Dwie uwagi ogdlne dotyczace rozprawy jako calo$ci to po pierwsze, brak spisu
skrétdow mimo, ze nie stanowi usterki merytorycznej jest utrudnieniem przy lekturze tekstu.
Ze wzgledu na wysoce specjalistyczng tematyke, niektére skroty moga by¢ nieznane nawet
specjalistom z dziedziny spektroskopii NMR. Po drugie fragmenty tekstu przedstawiajace
jaka$ tematyke sg rozrzucone po calej rozprawie, co utrudnia jej czytanie.

Pomimo tych drobnych uwag krytycznych oceniam bardzo wysoko poziom naukowy
przedstawionej mi do recenzji rozprawy doktorskiej. Naukowe cele rozprawy zostaty
osiggni¢te a jej wyniki nalezy uzna¢ na znaczace, co pozwala na wykorzystanie ich w
dalszym rozwoju spektroskopii NMR. Wyniki przeprowadzonych badan byly regularnie
publikowane w znaczacych, recenzowanych czasopismach naukowych 1 znajdowaty
oddzwigk w srodowisku 0s6b pracujagcym w dziedzinie NMR.

W oparciu o wyrazong powyzej opini¢ stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji
rozprawa doktorska spetnia wymogi okreslone w artykule 13 ustawy z dnia 14.03.2003
stawiane rozprawom doktorskim 1 wnosz¢ o dopuszczenie mgr Rupashree Dass do kolejnych

etapow przewodu doktorskiego.
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