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Recenzja

rozprawy doktorskiej pana magistra Szymona Zerko zatytulowanej

,,Wysokowymiarowe metody spektroskopii NMR dedykowane do badafi bialek

n ie ustr u kt ury zow a ny c h "

W badaniach strukturalnych biatek nieustrukturyzowanych coraz wigksz4 rolg odkrywa

spektroskopia NMR. Jednakze zuwagi na nieuporz4dkowany i dynamiczny charakter tych bialek analiza

widm NMR jest niezwykle skomplikowana. Chociaz metody przypisywania sygnal6w w widmach bialek

globularnych s4 juz bardzo dobrze opracowane, to niezwykle silne nakladanie sig sygnal6w w widmach

bialek nieustrukturyzowanych jest ogromnym wyzwaniem dla badaczy i wymaga zastosowania nowych,

niestandardowych technik. Opr6cz niewielkiego zroZnicowania przesunig6 chemicznych sygnai6w

pochodz4cych od proton6w, inn4 niekorzystn4 wlaSciwoSci4 bialek nieustrukturyzowanych w stosunku

do bialek globularnych jest czgsto obserwowana szybka wymiana tych proton6w z protonami

rozpuszczalnika oraz stosunkowo du2a zawartoS6 procentowa reszt proliny w sekwencji. Opr6cz tych

niekorzystnych cech charakteryzuj4cych bialka nieustrukturyzowane, posiadaj4 one jedn4 wlaSciwoS6

wplywaj4c4 korzystnie na czuloS6 eksperyment6w NMR a mianowicie relaksacj E poprzeczn4, kt6ra jest

znacznie wolniejsza niz w przypadku bialek globularnych. Dzigki tej wlaSciwoSci mozliwe jest

stosowanie dlugich sekwencji impuls6w zawieraj1cych wieloetapowe transfery magnetyzacji, co pozwala

na uzyskanie sygnal6w korelacyjnych pomigdzy j1drami znajduj4cymi sig w odleglo6ci wielu wi4zah

chemicznych. Jest to istotny element w przypadku planowania i rejestracji widm wielowymiarowych.

WlaSnie w tym obszarze lokuje sig recenzowana rozprawa doktorska mgr Szymona Zerko wykonana pod

kierunkiem prof. dr hab. Wiktora KoZmiriskiego, a wigc w grupie, kt6rej osi4gnigcia w tej dziedzinie s4

powszechnie znane.

Recenzowanarozprawa napisana jest w jgzyku polskim i ma zasadniczo tradycyjny uklad. Sklada

sig dw6ch czgflci zatytulowanych ,,Stan wiedzy" i ,,Badania wlasne". W pierwszej czgSci, po kr6tkim

wstgpie, w kt6rym om6wione s4 najwazniejsze fakty dotycz4ce badah bialek globularnych metodami



spektroskopii NMR, Doktorant skupia sig na opisie zagadnieh typowych dla badari bialek

nieustrukturyzowanych, wskazuj4c na problemy zwi2zane z interpretacj4 widm oraz technicznymr

aspektami ich rejestracji. Mgr Zerko pokr6tce omawia takhe r62ne strategie stosowane do przypisania

sygnal6w rezonansowych bialek, opieraj4ce sig zazwyczaj na zestawie rolnych eksperyment6w

wielowymiarowych. Nalezy podkreSli6, 2e pierwsza czgsc rozprav{y stanowi doskonale wprowadzenie

do badan wlasnych Doktoranta i znakomicie ulatwia czytelnikowi zrozumienie pomszanych tam

problem6w.

W swojej rozprawie Doktorant skoncentrowal sig na opracowaniu metodologii przypisywania

sygnal6w w widmach NMR duzych biatek nieustrukturyzowanych a takhe bialek bogatych w reszty

proliny. Przedstawione w niej eksperymenty NMR podzielone s4 na dwie grupy. W pierwszej grupie

eksperyment6w mgr Zerko skupia sig na opracowaniu wielowymiarowych technik wykorzystuj4cych

spektroskopig projekcyjnq z pr6bkowaniem losowym, sluZ4cych sekwencyjnemu przypisaniu sygnal6w

laricucha gl6wnego bialek nieustrukturyzowanych. W drugiej grupie eksperyment6w stosowane jest

odmienne podejScie, w kt6rym do uzyskania pol4czen sekwencyjnych wykorzystywane jest izotropowe

mi e szani e magnety zacj i p omi gd zy j qdr ami karbo ny lowych atom6w wg gl a.

Mgr Zerko opis swoich badan rozpoczyna od zaprezentowania dw6ch nowych szeScio- i

siedmiowymiarowych technik, kolejno HNCO(NCA)CONH i HNCOG.DCACONH, sluZ4cych do

przypisania sygnal6w laricucha gl6wnego bialek nieustrukturyzowanych. Techniki te wykorzystuj4 dwa

typy pr6bkowania niejednorodnego w obrgbie jednego eksperymentu - pr6bkowanie losowe w czterech

wymiarach poSrednich i pr6bkowanie radialne w jednym lub dw6ch wymiarach, kt6re s4

wsp6lewaluowane wraz zjednym z czterechwymiar6w poSrednich. Doktorant pokazal,2e v,rykorzystuj4c

dostgpne oprogramowanie widma te mog4 by6 przetwarzanejak widma pigciowymiarowe.

W widmie HNCO(|{CA)CONH, korelowane jest u2 szeS6 przesunig6 chemicznych: H(i), N(l),

C'(i-l), H(t-l), N(t-l), C'(i-2). Ograniczeniem tej metody jest niemolnoSc przypisania sygnal6w

pochodz4cych od reszt proliny orM rcszt bezpoSrednio ich poprzedzapcych w sekwencji bialka.

Niezbgdne dla czuloSci tego eksperymentu jest znalezienie takich warunk6w, w kt6rych wymiana

proton6w amidowych z rozpuszczalnikiem jest wystarczaj4co wolna. Liczba mozliwych do

zarejestrowania w jednym eksperymencie czgstoSci rezonansowych limitowana jest gl6wnie jego

czuloSci4. Kolejnym krokiem Doktoranta bylo wigc sprawdzenie, czy moZliwe jest uzyskanie

dostatecznej informacji z widm siedmiowymiarowych. Mgr Zerko zaprojektowal w tym celu

eksperyment HNCO(N)CACONH dostarczaj4cy informacji o siedmiu niezalehnych czqstoSciach

rezonansowych bgd4cy rozszerzeniem eksperymentu HNCO(NCA)CONH. W por6wnaniu do widma

szesciowymiarowego eksperyment siedmiowymiarowy dostarcza dodatkowo informacji o przesunigciu

chemicznym atom6w wggla Co(l-1). W celu przetestowania zaprojektowanych przez siebie technik NMR



Doktorant zarejestrowal widma dla ludzkiej o-synukleiny, bialka zbudowanego ze I40 resn

aminokwasowych, w tym pigciu reszt proliny. Por6wnanie wynik6w uzyskanych z anahzy widm szeScio-

i siedmiowymiarowych z wynikami otrzymanymi z analizy trzech odpowiednio dobranych widm

pigciowymiarowych potwierdzilo ich poprawnoS6. Nale2y podkreSli6, 2e widma zostaly zarejestrowane

na r62nych spektrometrach (o czgstoSciach rezonansowych dla rH 800 MHz i 600 MHz) stosuj4c

tradycyjne sondy tr6jkanalowe. CzuloSi nowych eksperyment6w jest na tyle du2a, 2e bez u?ycia sondy

kriogenicznej, w obu przypadkach otrzymano jedynie jedno pol4cznie sekwencyjne mniej, co pokazuje,

2e nawet dla bardzo skomplikowanych widm mozliwe jest nie tylko znaczne skr6cenie czasu pomiaru ale

nawet wykorzystanie latwiej dostgpnych spektrometr6w o nilszej czgstoSci rezonansowej (np. 600 MHz

dlarH;.

Nastgpn4 grup4 eksperyment6w zaprojektowanych przez Doktoranta byly techniki

pigciowymiarowe, (H)NCOCONH oraz (HACA)CON(CO)CONH, kt6re dzigki wykorzystaniu

izotropowego mieszania magnetyzacji pomigdzy j4drami karbonylowych atom6w wggla, za

poSrednictwem stalych sprzg2etia skalarnego przez trzy wiqzania chemiczne, pozwalal4 na uzyskanie

polqczen sekwencyjnych zar6wno do poprzedzajqcejjak i kolejnej reszty aminokwasowej w sekwencji

bialka. Zaletq eksperymentu (HACA)CON(CO)CONH jest to, 2e dzigki rozpoczEciu transferu

magnetyzacji z proton6w Ha, reszt proliny mozliwe jest uzyskanie nieprzerwanej informacji sekwencyjnej

juL za pomoc4 pojedynczego transferu C'-C'. Ponadto zabieg ten prowadzi do lepszej tolerancji wymiany

chemicznej proton6w amidowych. Z kolei wad4 opracowanych eksperyment6w jest du?y zaktes

dynamiczny otrzymywanych widm, co przy zastosowaniu niejednorodnego pr6bkowania jest 2r6dlem

silnego szumu utrudniaj4cego identyfikacjg slabszych sygnal6w. Z problemem tym mgr Zerko poradzil

sobie dzigki zastosowaniu rekonstrukcji widm z v,,ykorzystaniem algorytmu separacji sygnal6w (SSA).

Pokazal,Ze zastosowanie rekonstrukcji algorytmem SSA prowadzi do znacznej poprawy jakoSci widma i

pozwala na identyfikacjg wigkszej liczby oczekiwanych sygnal6w. Autor podkreSla, jest to obecnie

jedyna metoda dostgpna do usuwania szumu pr6bkowania dostgpna dla widm pigciowymiarowych. Gdy

Doktorant rozpoczynaN pracA nad eksperymentami wykorzystuj4cymi transfer typu C'-C'

oprogramowanie do usuwania szum6w w widmach pigciowymiarowych nie bylo jeszcze dostgpne.

Zamiast widma pigciowymiarowego (HNCA)CON(CO)CONH opracowal wigc dwa eksperymenty

czterowymiarowe (HACA)CO(NCO)CONH i (HACACO)N(CO)CONH i nastgpnie przetestowal je na

bialku Tau3x. Bialko to zbudowane jest z 354 reszt i zawiera 34 proliny a u225 z nichjest zgrupowana

we fragmencie sekwencji mniejszym nia 100 reszt. Dla przypisania sygnal6w w widmach NMR takie

bialko stanowi wigc niezwykle duZe wyzwanie. Doktorant pokazal, 2e dziEki zastosowaniu pary tych

widm moZliwe bylo uniknigcie nakladania siE sygnal6w, co w efekcie doprowadzilo do pelnego

przypisania sygnal6w C', N i H laricucha gl6wnego. Dla bialka Tau3x Doktorant przetestowal. r6wnie2



alternatyume podejScie w kt6rym zaniast dw6ch widm czterowymiarowych zaprojektowali zarejestrowal

widmo pigciowymiarowe (HACA)CON(CO)CONH. Jego analiza pokazala, 2e dla tego typu

eksperymentu zastosowanie rekonstrukcji SSA jest kluczowe i dopiero poprzez eliminacjg szumu

pr6bkowania mozliwe bylo pelne przypisanie sygnal6w pochodz4cych od laricucha gl6wnego badanego

biatka.

Rozprawa konczy sig obszernym, cilerostronicowym podsumowaniem, kt6re wedlug mnie

Swiadczy o dojrzaloSci naukowej doktoranta. Jest ono nie tyle skr6conym opisem wynik6w, ale ich

l<rytyczn1 dyskusj4. Najbardziej podoba mi sig czgsi poSwigcona pr6bie por6wnania efektywnoSci

proponowanych przez Doktoranta nowych technik NMR z wynikami eksperyment6w zaproponowanych

w innych laboratoriach. Mgr Zerko wskazuje, ze obecnie por6wnanie takie jest bardzo trudne, gdy2 na

jakoS6 widma NMR ma wplyw wiele czynnik6w, jak na przyklad typ uzytego spektrometru i sonda

pomiarowa. ZnajomoSd stgZenia badanego bialka oraz warunk6w roztworu, w jakich byly wykonywane

widma, jest r6wnie2 istotna dla dokonania poprawnych por6wnan. Maj1c na uwadze te ograniczenia

Doktorant wykazal, 2e czt:loSc omawianych w pracy eksperyment6w jest por6wnywalna do tych

stosowanych do tej pory dla przypisywania sygnal6w w widmach NMR bialek nieustrukturyzowanych.

Szkoda tylko, 2e we fragmencie rozprary, gdzie por6wnuje swoje wyniki uzyskane z widm szeScio- i

siedmiowymiarowych, z tymi otrzymanymi z analizy widm pigciowymiarowych Doktorant zapomnial

wspomnie6, 2e do wszystkich eksperyment6w uZywal dokladnie tej samej pr6bki. Informacja taka co

prawda znajduje sig w publikacji dotycz4cej opisu tych eksperyment6w, natomiast w rozprawie nie

znalazlam o tym wzmianki.

Z obowi4zku recenzenta muszg wymienii r6wniez usterki przedlolonej do oceny rozprawy

doktorskiej. Na wstgpie chcialabym jednak zaznaczy|, ze doceniam faktizmgr Zerko zdecydowal sig na

napisanie rozprary w formie tradycyjnej , chocia? z pewnoSci4 mniej czasu zajgloby mu przygotowanie

jej w formie kr6tkiego komentarza do opublikowanych prac. Chocia?uldad dzielauwu2amw zasadzie za

poprawny, to zabraklo mi zdefiniowania, gdzieS na pocz4tku rozprary, celu badari podjgtych przez

Doktoranta. Takq informacjg motna co prawda znalelc w podrozdziaLach 3.2.1 i 4.2.1, jednak podanie

celu pracy na pocz4tku rozprary pozwoliloby czytelnikowi latwiej zrozrmiet cho6by dob6r materialu

dokonany przez Autora w czgSci dotyczqcej stanu wiedzy.

Przy calym moim podziwie dla naukowych osi4gnig6 Doktoranta, spory zawod stanowi edytorska

strona jego rozprav,ry. Du2a liczba blgd6w grarnatycznych i edytorskich rozpraszaLa mnie podczas jej

czytania. Na przyklad podpis po rysunkiem 4.2 jest identyczny jak pod rysunkiem 4.1, pomimo ze

dotyczy innej sekwencji impuls6w. Nie brak w rozprawie r6wniez btgd6w ortografrcznych - naprzyklad

wyrtzenie ,,relaksacja podlu2na" udalo sig napisa6 Doktorantowi na dwa r6zne sposoby, poprawny i

niepoprawny, na dw6ch s4siaduj4cychze sob4 stronach (18 i 19). Nie zamierzarn wymienia6 wszystkich



napotkanych w rozprawie usterek a chcg jedynie zasygnalizowai Doktorantowi, ze edyorska strona ma

r6wniez wplyw na calkowity odbi6r dziela naukowego. By6 mole pomoglo by tutaj zast4pienie uzytego

przez Doktoranta systemu LaTeX2e na kt6ryS z powszechnie dostgpnych edytor6w tekstu.

Wedtug mnie, zamiast ,,wysokowymiarowe metody spektroskopii NMR" powinno sig uZywai

,,wielowymiarowe metody spehroskopii NMR". lJwalam, 2e zwrot ,,wysokowymiarowe metody" jest

niefortunnym tlumaczeniem z jgzyka angielskiego ( ang. highdimensional NMR methods "). Niestety w

rozprawie Autor u?ywa obu tych wyru2eh zamiennie, chod to wlaSnie specjaliSci z danej dziedziny

powinni zadbaf, o znalezienie poprawnych odpowiednik6w w jgzyku polskim dla zwrot6w z jgzyka

angielskiego.

Wymienione powyzej usterki nie maj4 wplywu na moj4 oceng recenzowanej rozprawy.

Zrealizowanie zalo2efi pracy wymagalo od mgr Zerko szerokich umiejgtnoSci badawczych, obejmuj4cych

zaprojektowanie i wykonanie r6znych eksperyment6w, wnikliw4 i krytyczn4 analizg wynik6w tych

pomiar6w. W kazdym z tych obszar6w Doktorant potwierdzil swoje kompetencje. Nalezy r6wnie2

podkresli6, 2e zaproponowane przez mgr Zerko metody maj4 potencjat aplikacyjny i mog4 sta6 sig

istotnym krokiem na drodze do opracowania uniwersalnych metod w analizie duzych bialek

nieustrukturyzowanych. Wedlug mnie, unikatow4 zaletq omawianych w pracy eksperyment6w jest

opracowanie metody przypisywania sygnal6w pochodz1cych od reszt proliny a tak2e mo2liwoSi

uzyskania korelacji sygnal6w pomigdzy kilkoma resztami aminokwas6w. Nale2y podkreSlii, ze opisane

w rozprawie badania staly sig podstaw4 trzech publikacji w czasopiSmie Journal of Biomolecular NMR.

Na moj4 proSbg Doktorant dostarczyl mi informacjg o swoim dotychczasowym dorobku. Dorobek

mgr Zerko jest imponuj4cy, jak na tak miodego badacza i obejmuje 21 publikacji wsp6lautorskich, z

czego w trzech pracach jest on pierwszym autorem. Mgr Zerko kierowal r6wniez projektem NCN

Preludium oraz trzykrotnie otrzymal Dotacj g Statutow4 Mlodych.

W oparciu o wyraZon4 powy2ej opinig stwierdzam,2eprzedstawiona mi do recenzji rozprawa

doktorska znawiqzk1 spelnia wymogi okreSlone w ar. 13 ustawy zdnia 14.03.2003 r. stawiane pracom

doktorskim i wnoszg o dopuszczenie mgr Szymona Zerko do nastgpnych etap6w przewodu doktorskiego.

Ze wzglgdu na nowatorski charakter pracy, szeroko udokumentowane tezy i podstawowe

znaczenie wynik6w dla analizy bialek nieustrukturyzowanych metodami spektroskopii NMR wnioskujg

r6wniez o wyr6znienie tej rozprawy zgodnie ze zwyczajami Wydzialu Chemii UW.
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