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RECENZJA
pracy doktorskiej Pana mgr Dariusza Gotowicza

pt. ‘Novel methods for acquiring and processing NMR signals with combined sampling of
Fourier and non-Fourier dimensions’

Praca doktorska Pana mgr Dariusza Gotowicza zostata przygotowana pod kierunkiem dr
hab. Krzysztofa Kazimierczuka na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego. Tematyka
pracy znakomicie wpisuje sie¢ w prowadzone w zespole dr hab. Kazimierczuka badania
zZwiazane z rozwojem metodologii rejestracji i przetwarzania widm NMR z zastosowaniem
niejednorodnego probkowania (NUS, z ang. non-uniform sampling). NUS pozwala na znaczna
niejednokrotnie oszczednos$¢ czasu pracy spektrometru, a opiera sie na idei rejestracji
jedynie wybranych punktéw pomiarowych, z ktorych zazwyczaj w procesie rekonstrukcji
odtwarzane jest petnowartosciowe widmo NMR. Choc pierwsze zastosowanie NUS w
pomiarach NMR-owych siega lat 90tych ubiegtego wieku, metoda ta ciagle jest rozwijana i
coraz szerzej stosowana w kolejnych obszarach chemii i biologii strukturalnej. Z drugiej
strony, jak Doktorant sam zauwaza we wstepie ocenianej pracy doktorskiej, jednorodne
probkowanie sygnatu NMR jest wciaz zdecydowanie najbardziej powszechnym sposobem
rejestracji widm. Przedstawiona dysertacja ma na celu prezentacje szerokiego wachlarza
mozliwych zastosowan NUS w jego szczegdlnej postaci czasorozdzielczego NUS (TR-NUS, z
ang. time-resolved NUS), a takze rozwdj metodologii TR-NUS, pozwalajacy na wydajniejsza
rejestracje widm w sytuacji zmieniajacych sie warunkow zewnetrznych (np. w wyniku
zachodzacej w rurce pomiarowej reakcji) lub eksperymentalnych (takich jak zmienna
wartos¢ wybranych parametrow stosowanych w sekwencjach pulsowych). Realizacja tak
postawionych celow przyczynia sie w duzym stopniu do poszerzenia stosowalnosci tej metody
rejestracji widm NMR, jak rowniez do jej propagowania w naukach chemicznych. Warto
podkresli¢, ze aktualnosc poruszanej przez Doktoranta tematyki zostata potwierdzona przez
przyznanie mu przez Narodowe Centrum Nauki grantu PRELUDIUM.

Praca napisana jest w jezyku angielskim, co mozna uznac za jej zalete, poniewaz jako
taka moze stanowi¢ cenng pozycje literaturowa dla spotecznosci miedzynarodowej.
Dodatkowo, zawiera streszczenie w jezykach polskim i angielskim, zgodnie z wymogami
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668).
Catos¢ obejmuje 208 stron i podzielona jest na 4 gtdwne czesci: wstep, czesc

metodologiczng, opis uzyskanych wynikow oraz perspektywy rozwoju metod akwizycji i
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przetwarzania sygnatu NMR. Dos¢ nietypowa wydaje sie wzajemna proporcja tych czesci, z
ktorych najdtuzsza jest cze$¢ pierwsza opisujaca motywacje Doktoranta do podjecia
rozwazanych zagadnien, dos¢ obszerna historie rozwoju technik NMR-owych, dobrze
umieszczajaca prace Doktoranta w szerszym kontekscie, oraz bardzo rozbudowany opis teorii
spektroskopii NMR, w tym metod zwigzanych z rejestracja i przetwarzaniem widm NMR.
Wprawdzie teoria ta opisana jest jasno i logicznie (choé miejscami z przeskokami
myslowymi), to jednak zabrakto mi w catym opisie pewnej konsekwencji. Z jednej strony
niezwykle szeroko omowiony i przedstawiony jest formalizm operatorowy, a z drugiej
brakuje niektorych podstawowych informacji, jak na przyktad definicji czasu mieszania w
widmie TOCSY. Z cata pewnoscia opis ten prezentuje szeroka wiedze Doktoranta o
spektroskopii NMR, jednak celowos¢ umieszczenia tak rozbudowanego opisu przy
jednoczesnym braku niektorych podstawowych informacji moze by¢ uznana za dyskusyjna.

Kolejne dwie czesci rozprawy dotycza juz bezposrednio badan prowadzonych przez Pana
Dariusza Gotowicza, z ktérych pierwsza na 18 stronach opisuje zastosowana metodologie
badan, w tym szczegoéty przeprowadzonych eksperymentéow NMR-owych, zas$ kolejna to 50
stron prezentujacych uzyskane wyniki badan i gtowne osiagniecia Doktoranta. Ostatnie 5
stron opisu to prezentacja perspektyw rozwoju obszaru badawczego, ktorego dotyczy praca
doktorska, jednak jest to raczej prezentacja innych narzedzi ktére mozna zastosowac do
rejestracji widm NMR-owych w zmieniajacych sie warunkach, niz perspektywy wykorzystania
lub rozwiniecia osiagnie¢ Doktoranta stanowiacych podstawe pracy doktorskiej. Bibliografia
obejmuje 242 pozycje literaturowe, z ktérych znaczna czes¢ to prace badawcze
opublikowane w literaturze miedzynarodowej w ciagu ostatnich lat. To pokazuje duza
dojrzatos¢ naukowa Doktoranta oraz dobra znajomos¢ najnowszych wynikow badan
dotyczacych omawianych zagadnien.

Przechodzac do oméwienia najwazniejszych osiagniec¢ ocenianej pracy doktorskiej, nalezy
wsrod nich wymienic¢ opracowanie modyfikacji metody TR-NUS, nazwanej przeplatanym TR-
NUS, a pozwalajacym na rejestracje kilku eksperymentéw NMR-owych jednoczesnie,
wtaczajac w to eksperymenty 2D, oraz metody przemiatanego transferu koherencji (SCoT -
z ang. Swept Coherence Transfer), stuzacego do kontrolowanej zmiany wybranego
parametru sekwencji pulsowej, ktorego wartos¢ ma stanowi¢ nowy pseudo-wymiar w
rejestrowanych eksperymentach.

Pierwsza ze wspomnianych wyzej metod Doktorant zastosowat do monitorowania reakcji
addycji beznyloaminy i akrylamidu, a takze do sledzenia procesu wzmocnienia sygnatu
indukowanego parawodorem w reakcji uwodornienia dwoch nienasyconych estrow. Warto
wspomnied, ze druga z wymienionych reakcji byta monitorowana w systemie przeptywowym
za pomoca tzw. biurkowego spektrometru NMR. Spektrometry takie w ostatnich latach

zyskuja na popularnosci ze wzgledu na znacznie nizsza cene zakupu w poréwnaniu do
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standardowych spektrometrow, a takze na zdecydowanie nizsze koszty eksploatacji. Ich
podstawowym minusem jest jednak mata czutos¢, wymagajaca stezen badanych zwiazkéw
nawet rzedu moli/dm? (dla widm C). W swojej pracy Doktorant potaczyt mozliwosci jakie
oferuje technika wzmocnienia sygnatu NMR za pomoca parawodoru z rozwijang przez siebie
metoda rejestracji widm z wykorzystaniem przeplatanego TR-NUS, aby sledzi¢ reakcje
uwodornienia mieszaniny fenylopropiolanu etylu i butynianu etylu. Nalezy podkresli¢, ze w
przypadku takiej reakcji uwodornienia z hiperpolaryzacja intensywnosci sygnatow NMR
zmieniaja sie w czasie rzedu kilku sekund, co znacznie utrudnia zastosowanie bardziej
typowych eksperymentéow z niejednorodnym probkowaniem, ktoére sa wrazliwe na tzw.
niestacjonarnos¢ sygnatow. Metoda zaproponowana przez Doktoranta stanowi wiec istotny
krok naprzod w monitorowaniu tego typu reakcji za pomoca spektroskopii NMR. Dodatkowo,
dzieki wprowadzeniu procedury selektywnego wazenia podczas przetwarzania uzyskanych
widm, Doktorant uzyskat znaczng redukcje szumoéw t1 oraz artefaktow typowych dla
eksperymentow z zastosowaniem parawodoru.

W przypadku monitorowania reakcji benzyloaminy z akrylamidem, dzieki zastosowaniu
przeplatanego TR-NUS Doktorant byt w stanie zarejestrowad imponujaca liczbe 768
eksperymentow 'H-"3C HSQC i "H-"3C HMBC (obok eksperymentéw jednowymiarowych) w tym
samym czasie pomiarowym, jaki pozwolit na standardowa rejestracje jedynie 6
eksperymentéow 'H-"*C HSQC i 'H-3C HMBC. Tak znaczne skrocenie czasu pomiaru
eksperymentéw 2D NMR umozliwia ich zastosowanie do monitorowania reakcji, co ma
szczegblne znaczenie w przypadku gdy widma jednowymiarowe zawieraja naktadajace sie
sygnaty. Dzieki temu mozliwe staje sie wykorzystanie dwuwymiarowych technik NMR-owych
do sledzenia reakcji chemicznych in situ, w tym do bardziej wiarygodnej identyfikacji
powstajacych produktow posrednich. Uzyskane wyniki Doktorant porownat do tych
otrzymanych z pomiaréw konwencjonalnych i wykazat, ze w tym ostatnim przypadku
dochodzi do znacznego niedoszacowania lub przeszacowania wartosci statych szybkosci
reakcji (w zaleznosci od tego czy Sledzi sie przyrost produktow czy zanik substratow). Z
drugiej strony, z widm 2D zarejestrowanych z wykorzystaniem przeplatanego TR-NUS
Doktorant uzyskat takie same wyniki jak z eksperymentéw jednowymiarowych, tym samym
potwierdzajac wiarygodnos¢ stosowanej metody. Wyniki przedstawione przez Doktoranta
dotyczace monitorowania obu reakcji chemicznych za pomoca nowo wprowadzonej techniki
przeplatanego TR-NUS uwazam za najbardziej znaczaca i wartosciowa czesc¢ przedstawianej
pracy doktorskiej. Jednoczesnie, jest ona rowniez najlepiej umotywowana na tle najnowszej
literatury dotyczacej tego zagadnienia.

Druga opracowana przez Doktoranta metoda, SCoT, zostata skonstruowana z mysla o
rejestracji takich widm NMR, w ktorych wprowadzony jest nowy pseudo-wymiar, zbudowany

ze zmieniajacych sie wartosci wybranego parametru sekwencji pulsowej. Wymiar ten,
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nazywany przez Doktoranta wymiarem nie-Fourierowskim, a wiec takim, dla ktérego nie
przeprowadza sie typowej transformaty Fouriera, stanowity w przypadku przedstawianej
dysertacji wartosci:

e opoznienia czasowego (‘delay’) odpowiadajacego 1/4 wartosci statej sprzezenia 'H-'3C

w transferze INEPT w sekwencji HSQC

e czestosci pulsu nasycajacego "N, co postuzyto do rejestracji profili >N CEST

e czasu mieszania w sekwencji 'H-"H TOCSY
W przeprowadzonych badaniach Doktorant dokonat optymalizacji transferu INEPT,
wyznaczajac optymalne wartosci statych Jin.13c dla wszystkich par CH w mieszaninie dwoch
zwiazkow, aldehydu 3-metoksybenzoesowego i 17a-ethynylestradiolu, za$ uzyskane wyniki
poréwnat ze standardowo mierzonymi eksperymentami. W innym zastosowaniu SCoT
wyznaczone zostaty profile °N CEST dla biatka G48A SH3, co pozwolito na okreslenie statej
szybkosci wymiany chemicznej miedzy przewazajaca w probce konformacja biatka a ta
znacznie mniej spopulowana, standardowo ,,niewidoczna” dla eksperymentu NMR. Wreszcie,
dzieki okresleniu profili transferu TOCSY dla 32-aminokwasowego nieustrukturyzowanego
peptydu, Doktorant wyjasnit watpliwosci zwiazane z przypisaniem sygnatéw 'H pochodzacych
od tancuchéw bocznych dwoch lizyn badanego peptydu. Zastosowana przez Doktoranta
metoda SCoT pozwolita na zmniejszenie liczby artefaktow w rekonstruowanych widmach, a
takze liczby btedéw zwiazanych z usrednieniem sygnatu. Dodatkowo, eksperymenty
zarejestrowane zostaty w krotszym czasie w porownaniu do swoich konwencjonalnych
odpowiednikow (skrécenie to wynosito odpowiednio 50%, 38% i 75% dla widma HSQC, profili
SN CEST oraz transferu TOSCY). Pozwala to na znacznie efektywniejsze wykorzystanie czasu
pracy spektrometru. Nalezy doceni¢ przedstawienie tak szerokiego wachlarza mozliwosci
zastosowan potaczenia metody SCoT i przeplatanego TR-NUS, a takze ogrom pracy
Doktoranta wtozony w rejestracje widm oboma metodami (konwencjonalng i ta z SCoT-TR-
NUS) oraz w ich analize. Z drugiej strony jednak czasami odnositam wrazenie pewnej
nieadekwatnosci stopnia skomplikowania zastosowanej metody do uzyskanego efektu
koncowego. Przyktadowo, w przypadku transferu TOCSY przedstawione narzedzie badawcze
wydaje sie by¢ bardzo wyrafinowane, stuzy zas rozroznieniu pomiedzy dwoma blisko
rezonujacymi sygnatami 'H, sposrod catego mrowia pozostatych sygnatow, ktore jak
rozumiem mozna byto przypisa¢ z zastosowaniem konwencjonalnych narzedzi. W takiej
sytuacji przydatby sie cho¢ jeden przyktad "z zycia" gdzie zastosowanie takiego ztozonego
narzedzia do przypisania wszystkich sygnatow w tancuchu bocznym byto kluczowe do
rozwigzania istotnego problemu naukowego. Moja ocena nie ma bynajmniej na celu
deprecjonowania przedstawionych osiagnie¢, a jedynie zwrocenie uwagi Doktoranta na
korzys¢ umieszczenia wynikdw swoich badan w szerszym kontekscie chemicznym i/lub

biologicznym. Szkoda bytoby, aby opracowane przez Doktoranta cenne metody nie byty
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szerzej uzywane tylko dlatego, ze naukowcy niezwigzani bezposrednio z rozwojem metod
spektroskopii NMR nie beda w stanie dostrzec ich potencjatu.

Obok powyzej oméwionych prac badawczych, Pan Dariusz Gotowicz brat rowniez udziat w
powstaniu programu TRENDS opracowanego w grupie dr hab. Krzysztofa Kazimierczuka, a
umozliwiajacego rejestracje i przetwarzanie widm z TR-NUS. Co wazne, program ten
pozwala na rekonstrukcje rejestrowanych widm w czasie rzeczywistym, co jest przydatne
zwtaszcza w przypadku sledzenia przebiegu reakcji chemicznych. W przedstawionej pracy
Doktorant nie okresla jasno jaki konkretnie byt jego wktad w tworzenie tego programu,
jednak deklarowany udziat czworki autoréw publikacji opisujacej jego funkcjonalnosc jest
réwny, a wiec wynosi po 25%. Nalezy podkresli¢ i docenic, ze program ten jest ogolnie
dostepny na stronie internetowej wraz z instrukcja obstugi. Jedyna moja uwaga, niejako na
marginesie, dotyczy tego, ze zostat on napisany w Pythonie 2.7, ktory nie jest juz wspierany,
zas kiedy publikowana byta praca opisujaca jego dziatanie ta wersja Phytona byta juz
wycofywana, a Python 3.6 byt juz stosunkowo mocno rozpowszechniony. Szkoda by byto,
gdyby stosowalnosc tego programu ucierpiata z tak btahego powodu.

Jak w kazdej pracy, rowniez i w tej przedstawionej przez Pana Dariusza Gotowicza,
znalazty sie pewne niedociagniecia, jednak zadne z nich nie umniejsza w znaczacy sposob
wartosci naukowej prezentowanych badan. Od strony edytorskiej i jezykowej,
niedociagniecia te obejmuja m.in.:

e powtarzajacy sie kilkukrotnie btad w nazwie zwiazku: ethylphenyl propiolate, zamiast
ethyl phenylpropiolate (nawet pod rysunkiem ze struktura (!)) - wprawdzie jest to
»jedynie” réznica jednej spacji, jednak w przypadku estrow ma to ogromne znaczenie,
bo oznacza miejsce podstawienia; w efekcie nazwa z btedem jest nazwa innego
zwiazku niz ten, ktory badat Doktorant

e btedy w podziale wyrazow np. pode-jscia (str. 5); zw-eryfikowano (str. 7)

o literowki np. ‘przelatanego’ zamiast ‘przeplatanego’(str. 5), ‘be an artificial’ (str. 60)
-> ‘by an artificial’

e przecinki na poczatku wiersza (chociaz rozumiem ich pochodzenie, to musze przyznac,
ze niezwykle mnie to razito przy czytaniu pracy)

e btedy jezykowe: ‘Except for..’ (str. 45) -> powinno by¢ ‘Apart from’; czeste
niewtasciwe uzycie rodzajnikow ‘the’ i ‘a@’; niewtasciwie postawione znaki
przestankowe np. ‘Taking as an example, two one-half spins’ (str. 53); ‘allows
correlating’ (str. 81) -> ‘allows for correlating’ albo ‘allows to correlate’; czeste uzycie
stowa ‘bigger’ zamiast ‘larger’

e nieprecyzyjne okreslenia np. "*C HSQC lub "™C HMBC (str. 117 i dalej) - oczywiscie
chodzi o widma 'H-"3C, ale przeciez mogtyby to by¢ réwniez np. "°F-3C

e niezreczne sformutowania: ‘Peaks that appear at high chemical shift values exhibit

stronger effective magnetic field’ (str 69) - sygnaty jako takie nie wykazuja silniejszego
pola magnetycznego, moga co najwyzej mu odpowiadad
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e zbyt ogodlne stwierdzenia: ‘the acquisition time of 2D data is very lengthy’ (str. 77) -
nie zawsze jest to prawda, bo mozna dostaé bardzo dobrej jakosci widmo COSY, czy
nawet Impact-HMBC w 10-15 minut

Z bardziej merytorycznych kwestii, moje uwagi dotycza w zasadzie braku precyzji w
formutowaniu niektorych wnioskow. Na stronie 174 Doktorant stwierdza: ‘Notably, the
results obtained for the frame size of 64 points are the most consistent with the results
obtained for conventionally measured CEST data.” Zdanie to jest prawdziwe tylko w
odniesieniu do wartosci kex (stata szybkosci wymiany), ale nie w odniesieniu do ds (zawartosc¢
mniej populowanego stanu). Dodatkowo, czy Doktorant mogtby odnies¢ wyniki uzyskanych
przez siebie wartosci kex i 0g do danych literaturowych? Rowniez na stronie 174 Doktorant
zauwaza, ze zmiana wielkosci podzbioru punktéow uzywanego do rekonstrukcji (‘frame’)
powoduje ‘wyptaszczenie’ (‘flattening’) zagtebien w profilach CEST i odsyta czytelnika do
rysunku 3.25 - to, co ja widze na rysunku 3.25 to zmiany intensywnosci mniejszego sygnatu
- czy to Doktorant miat na mysli méwiac o ‘wyptaszczeniu’? Ponadto, Doktorant wskazuje na
koniecznos¢ wtasciwego doboru wielkosci podzbioru punktéw (‘frame’), jednak nie
precyzuje jak sie takiego doboru dokonuje.

W czesci dotyczacej monitorowania reakcji addycji bezyloaminy z akrylamidem wartosci
statych szybkosci reakcji uzyskane metoda konwencjonalnej rejestracji jednowymiarowych
widm 'H NMR i tych zarejestrowanych z TR-NUS rdznia sie od siebie do$¢ znacznie (Tabela
3.1, str. 152) - czy Doktorant moze skomentowac te roznice? Jakie bytyby réznice w
uzyskanych wynikach jesli wzietoby sie inne sygnaty do wyliczenia statych szybkosci? |
wreszcie, czy nie lepiej wziac srednia z wszystkich dostepnych sygnatow?

Ostatnia uwaga dotyczy normalizacji wartosci integracji dla sygnatow 'H aldehydu 3-
metoksybenzoesowego w pomiarach krzywych transferu INEPT. W pracy kilkukrotnie
Doktorant umiescit informacje ze byty one normalizowane do 6 protonow, przy czym proton
aldehydowy byt pomijany w tej analizie. Jednak czasteczka aldehydu 3-
metoksybenzoesowego ma w sumie 8 protondw, a zatem jesli nawet pominiemy sygnat
aldehydowy to ciagle zostajemy z 7 protonami. W opublikowanej pracy dotyczacej tego
zagadnienia podana jest informacja dotyczaca normalizacji do sumy protonéw znajdujacych
sie w danej czasteczce, a zatem nie rozwiewa to przytoczonych watpliwosci. Z drugiej
strony, podane w Tabeli 3.2 wartosci integracji sumuja sie do 7, a wiec sugeruja raczej
zwykta pomytke w pracy doktorskiej niz btednie przeprowadzong normalizacje. Niemniej ta
kwestia powinna zosta¢ wyjasniona.

Jak mozna zauwazy¢, przytoczone pytania i watpliwosci dotycza pewnych szczegotow
przeprowadzonych przez Doktoranta badan, nie wptywaja jednak na moja pozytywna ocene
catej pracy doktorskiej. Jest dla mnie jasne, ze Pan Dariusz Gotowicz wykazat sie znaczna

dojrzatoscia naukowa i umiejetnoscia samodzielnego prowadzenia badan. Wnioski
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wyciagniete z przeprowadzonych prac sa logiczne i maja uzasadnienie w uzyskanych
wynikach, zas nowo opracowane metody badawcze stanowia bez watpienia oryginalne
rozwigzanie wielu probleméw badawczych zwigzanych z rejestracja widm NMR dla
wymagajacych uktadow. Warto podkresli¢, ze niektore wyniki swoich badan przedstawionych
w tej rozprawie Doktorant opublikowat juz w 4 pracach oryginalnych w bardzo dobrych
czasopismach o uznanej renomie miedzynarodowej, jest takze wspotautorem obszernej
pracy przegladowej dotyczacej tematyki pracy doktorskiej oraz 4 innych publikacji
naukowych, z ktorych trzy opublikowane zostaty w czasopismach nalezacych do przedziatu
Q1. Podsumowujac, w mojej opinii przedstawiona praca doktorska spetnia z nawiazka
wymagania stawiane takim rozprawom w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668). W zwiazku z tym z przekonaniem
whnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne UW o dopuszczenie Doktoranta do

publicznej obrony przedstawionej pracy doktorskiej.
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