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| Recenzja
rozprawy doktorskiej pana magistra Dariusza Golowicza zatytulowanej
,,Novel methods of acquiring and processing NMR signals with combined sampling of

Fourier and non-Fourier dimnesions”.

Spekiroskopia NMR wykorzystywana jest w réznych dziedzinach nauki, przemyS$le oraz w
diagnostyce medycznej. Gdy w 2014 roku firma Agilent oglosita, ze zaprzestaje produkeji spektrometrow
NMR wydawalo sie, ze brak konkurencji na rynku doprowadzi do zahamowania postepu w tej dziedzinie.
Na szczescie obawy te okazaly si¢ niepotrzebne, gdyz nadal obserwuje sic dynamiczny TrozZwoj
spektroskopii NMR na wielu kierunkach. Dzigki postepowi technicznemu wspélczesne spektrometry
NMR wyposazone s3 nie tylko w coraz to silnicjsze magnesy ale réwniez ich mozliwosci sg znacznie
wicksze, a stosowane metody coraz bardziej wyszukane i skomplikowane. Pomimo tego uzytkownik po
krotkim przeszkoleniu jest w stanie obshuzy¢ przyrzad i uzyska¢ potrzebne dane eksperymentaline. Jednak
aby to bylo mozliwe, wigkszo$¢ informacji, ktérych znajomos¢ nie jest konieczna dia wykonania danego
eksperymentu jest przed uzytkownikiem ukryta. Jestem przekonana, ze wickszos¢ osob nie zdaje sobie
sprawy ze zlozonosci sekwencji impulsowych czy z faktu, ze jedna prosta komendy dokonuje
aransformacji Fouriera. Niestety wraz z konstrukcjg coraz t;) bardziej zaawansowanych spektrometrow
NMR znaczaco wzrosta réwniez ich cena. Nie kazde laboratorium wykorzystujz;cé do swoich badan
pomiary NMR potrzebuje skomplikowanych, drogich urzadzen, kiérych utrzymanie jest réwniez
kosztiowne. W zwigzku z tym, w ostatnich latach nastgpito zapotrzebowénie na proste, tzw. biurkowe
spektrometry NMR, ktére zyskuja coraz wigksza popularnosé a ich mozliwosei sg roéwniez
nieporéwnywalnie wigksze, niz spekirometréw konstruowanych jeszcze na przykiad 30 lat temu. Ich

gléwna wadg jest mala czutosé i rozdzielezosé.



_ Przedstawiona mi do rebeh_zji rozprawa mgr~ Dariusza Golowicz‘a zasté}a wykonana na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Warszawskiego pod 6piekq dr hab. Krzysztofa Kazimierczuka, prof. UW. Badania
. grupy kierowanej przez prof. Kazimierczuka koncentmjé- si¢ wokol zagadnien quanych z rozwojem
metodologii spekiroskopii NMR. rmc;dzy ‘innymi na opracowywamu nawych metod rejéstracyi i
przetwarzama danych ekspervmentalnych Recenzowana praca plasuje si¢ w fym nurcie i dotyczy -
_ ponuarow, w kibrych jeden z wymiar6w ma charakter nie-F ounerowskl

Rozprawa napisana w jezyku- angle]sknm poprzcdzona jest streszczemem w jezyku polskim, w
ktorym zawarta zostala réwniez obszerna mfonnac]a o strukturze dysertacji. W zasadzie Doktdrant
wykonal za mnie 3 cze$¢ recenzji, w ktorej zazwyczaj staram 519 ustosunkowaé do ukfadu pracy.
Wspamng tylko ze jest ‘ona podmelona na cztery rozdzialy: Imrodz:ctzon Methods; Results and
Dzscusszon oraz Perspectives. Na koiicu rozprawy znajduje sig Blbhograf ia zaw:erajqca 242 odnosniki.

. We wprowadzeniu liczacym 67 stron czytelnik znajdzw obok rysu hlstorycznego wprowadzeme do

spektroskopii NMR oraz krotki rozdzial posw:econy technice oszczgdnego pmbkowama Na koncu
rozdziatu znajduje sig fragment zama_;arma_;qcy czytelnika z zaoadmemam Scisle pomazanyml z
tematykq rozprawy i dotyczy me—Fourlerowshch wymiaréw w spektroskopii NMR wraz ze Wskazamem a
pomiaréw, w ktérych. opracowane przez Dokioranta metody moga mieé zastosawame Chomaz calos¢
wstepu jest napisana bardzo poprawnie a w czesei poswieconej historii spekiroskopii NMR domedzw}am .
sie nowych faktow, meco znnemiabym proporcje — rozdzial 1. 2 Basic NMR sk:rocﬂabym na korzysé
" rozdziatu 1.4 Compressed Sensmg, szczegolme ze mgr Golowicz jest plerwszym autorem dwoch-b;ac-:'
_przeg]qdowych dotyczacych te_] tematyk1 W rozdziale 2 Methods obok detali eksperymentalnych
dotyczgcych poszczcgolnych pomiarow oméwiona jest roéwniez koncepcja czasorozd21elczego
mejedncrodnego probkowama (TR-NUS - tzme resolved non~ungﬁ9rm smnplmg) oraz opracowanych
przez Dokioranta metod przeplatanego czasorozd21elczego mejednorodnego prébkowania (mterieaved
TR-NUS) oraz przemlatanego transferu koherenc_]l (SCoT- Swept C’oherence Transfer). Uwazam, ze dla
) przejrzystoscx rozprawy rozdziat ten powinien zawieraé jedynie szczeﬂoiy eksperymentalne, natomiast -
opis metod, kiére sg kluczowe dla zrozumienia prezentowanq tematykl powinien znalczc si¢ we ws‘tc;ple |
lub nawet, po niewielkim jego wyd}uzemu stanowi€ osobny rozdzml - ) ' '
v W Rozdziale 3 Resuits and Discussion wyrainie zaznaczone s trzy sekcje poswiecone trzem
odr@bnym zagadmemom Plerwsza dotyczy oplsu gléwnych funkeji programu TReNDS dniga anallzuje
zalety metody przeplatanego TR-NUS W monitorowaniu ,reakeji chemicznych a trzecia skupla si¢ na
wykorzystamu metody SCoT w réznych eksperymcntach z me—Founerowsklm wym1arem, w ktérych
‘zmiana amphmdy sygna}u nastepuje w sposob kontrolowany W rozdziale tym zmienilabym kalejnosc'
poszczegolnych sekeji, dajac opis programu TReNDS na komec gdyz dOpleI'O po oméwieniu przyk%adow' -
wykorzystu1qcych przepfatany TR-NUS oraz SCoT, jego ﬁ.mkc_:onalnosc moze zostas; w pelni doceniona,

v
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zachecajac ciyieinika do zainstalowania go i przetesiowania jego funkcjonalnosci. Rozdzial 4
Perspectives po$wiecony jest rozwazaniom Dokioranta na temat potencjalnych kierunkéw rozwoju
. pomiardw rdznych wymiaréw nie-Fourierowskich oraz zaprezentowane jest urzadzenie, ktore pozwala na
usprawnienie takich badan na biurkowych spektrometrach NMR.

Zalety opracowanych przez siebie metod Doktorant prezentuje na konkreinych pizykladach
zestawiajac je z wynikami pomiaréw wykonanych w sposéb tradycyjny. Tak na przykiad, poréwnujac
dwa eksperymenty monitorowania przebiegu reakcji addycji aza-Michaela benzyloaminy i akrylamidu, z
ktorych jeden wykonano przy uzyciu zaproponowane) przez‘ Doktorania metody przepiatanego TR-NUS
a drugi przeprowadzono w sposob tradycyjny okazaio- sie, ze gdy do monitorowania przebiegu reakcji
konieczna jest rejestracja widm 2D, metoda przepaltanego TR-NUS daje dokladniejsze wyniki. Innym
przykladem zaprezemtowanym W rozprawie jest: polaczenie metody przeplatanege  TR-NUS i
hiperpolaryzacji jadrowej parawodorem do éledzenia z wysoka rozdzielczoscig czasowa i sp.ekﬁainq
wzmocnionych sygnatéw produktu reakeji uwodomienia fenylopropiolanu etylu i 2-butynianu etylu. Na
szczegllne 'podkreélenie zashiguje fakt, ze eksperymenty te zostaly wykonane na biurkowym
spektrometrze, co Znacznie poszerza ich funkcjonalnos¢. ) |

Bardzo interesujacy jest fragment roZprawy, w ktorym mgr Golowicz zaadaptowal metod@ TR-
NUS do badania nie-Fourierowskich wymiaréw, gdzie zmiana amplitudy sygnalu moze byc¢
kontrolowana i jest zazwyezaj wynikiem transferu koherencji. Potencjat tej metody nazwanej SCoT zostal
pokazany na trzech przykladach. Jako pierwszy przyklad postuzyt eksperyment 'H-BC HSQC, w ktéxjrm
optymalizacja transferu INEPT moze byé wykorzystana do poprawy ilosciowej analizy heterojgdrowych
widm 2D. Analize poréwnawcza eksperymentow z uzyciem SCoT i wykonanych metoda
konwencjonalna Doktorant przeprowadzit dla wymagajacej z punktu widzenia rejestracji widm 'H-"C
HSQC probki, w kiorej stale sprzezenia e wynoszag od 120 do 260 Hz (mieszamna 170~
etynyloestradiolu i 3-metoksybenzaldehydu). Jak pokazal, eksperyment ten mozna znacznie skrocic
dzieki wykorzystaniu metody SCoT lub w tym samym czasie mozna uzyska¢ wigksza liczbe punktow w
wymiarze nie-Fourierowskim, co pozwala na wierniejsze odtworzenie krzywych INEPT.

Drugie z zaprezentowanych w rozprawie podejsé wykorzystujqcych metode SCoT dotyczy bada.ma
rownowagi konformacyjnej biatka SH3 G48A. Za pomocg widm CEST 'H-"N HSQC mgr Gotowicz
otrzymal profile >N CEST, na podstawie ktorych wyznaczyl stalg szybkosci wymiany chemicznej.
Poréwnanie wynik;ﬁw eksperymentéw otrzymanych z wykorzystaniem opracowanej przez Doktoranta -
metody z eksperymentami wykonanymi metoda tradycyjng wskazuje na potencjaine korzysci. Réwniez w
tym przypadku mozna znacznie skrocié¢ czas wykonania eksperymentu albo znacznie zwigkszy¢ gestosc

prébkowania wymiaru CEST bez koniecznosei wydhuzania czasu eksperymentu.



W ostatnim przykladzie Doktorant skupia si¢ na analizie krzywych transferu TOCSY jako wymiaru nie-
Fourierowskiego i poddaje analizie mozliwe korzysci plynace z zastosowania opracowanej przez siebie
metody. Na przyklad, I.Joprzez poréwnanie eksperymentalnych krzywych transferu TOCSY z krzywyml
uzyskanymi z symulacji kwantowé-mechanicmych, mgr Golowicz ilustrujf; mozliwoéé wykorzystania
tego eksperymentu do przypisania sygnaléw w taficuchu bocznym peptydu TAU domena-R4 o naturalniej
zawartosci izotopow. - | ' ‘

W literaturze dbtyczécej spektro.skopii NMR czesto mozna znalezé nowe _sekwehcje impulséw lub
cieckawe metody, kidre niestety trudno jest wdrozy¢ zwyklemu uzytkownikowi. Aby bmayyiane/ W
rozprawie techniki, TR-NUS, przeplatany TR-NUS i SCoT, staly si¢ bardziej dost¢pne dla potencjalnych
a&resatéw, mgr Golowicz wraz z wspblpracownikami stworzyt darmowy program o nazwie TReNDS. Na

 przykladzie monitorowania enzymatycznej hydrolizy sacharozy Doktorant zaprezentowat gk")wne funkcje
tego progiamu. Nie tylko z obowigzku recenzenta ale i z czystej ciekawosci cheialam wige sprawdzié
osobiscie jego dzialanie. Niestety juz na poczgtku okazalo si¢, ze spektrometry NMR, ktére znajduja si¢
w Instytucie s3 kontrolowane za pomoca komputeréw z systemem Windows 7 a nie Windows 10, co jest
-wymagane do instalacji TReNDS 1.1. Pomy$latam wiec, ze sprawdze to oprogramowanie na moim
- shuzbowym PC, spelniajgcym wigkszos¢ wymogéw. Po aktualizacji terminala wsl [ do wersji wsl 2
przestal jednak dziala¢ uzywany przeze mnie program Sparky, zaprzestalam wiece dalszych prob. Opis
napotkanych przeze mnie ldc;potéw podczas proby instalacji TReNDS nie ma w zadnym wypadku na celu
podwazenia jego wartosci. Uzmystawia jedynie ilosé probleméw, ktére nalezy ﬁokonaé, Eii_i)y ta}de
narzedzie stalo sié uniwersalne, niezalezne od systemu oraz jak wazna jest nieustanna wspolpraca
tworcGw oprogramowania z uzytkownikami. Niemniej po przeczytanju opisu funkcji prograniu TReNDS
trzymam keiuki, aby jak najsiybciej udalo si¢ go wdrozy¢ jako jedng z opcji w Topspinie, czyli
programie shuzgcym do obstugi spektrometréw firmy Bruker. | - |

LY

Z obowiazku recenzenta musz¢ Wymienié¢ réwniez usterki przedlozonej do oceny rozprawy doktorskiej.

o Jak juz wezesniej wspominatam, zmienilabym nieco uklad pracy, niektére fragmenty bym
skrocita, inne natofniast, jak na przyklad ten o Compressed Sensing bym wydluzyla.

e Czytajac rozpraweg zastanawialam sie, czy tytutowy ,wymiar nie-Fourierowski” jest terminem
vpowszechnie' stosowanym w spektroskopii NMR, czy tez stworzony zostal na potrzeby
opracowywanych metod. Chociaz uwazam, ée termin ten jest bardzo intuicyjny, to jako tytulowe
pojecie powinien zostaé zdeﬁhiowany wezesniej a nie dopiero na stronie 59.

» Nie podoba mi si¢ sfwierdzeﬁie: wpoprawa ilosciowasci w widmach Bc HSQC”. W stowniku

. jezyku polskiego nie znalaztam takiego wyrazu. Uwazam, ze poprawniej byloby napisa¢ np.:



- .poprawa analizy ilosciowej widm Tq e HSQC” lub ,, poprawa charakteru iloéciawegé widm
1y B Hsoc.” | | | S
» Nigdzie w pracy nie @alaziam wyjasnienia terminu ,JJong NUS schedule’;. Jaka jést réZnicé
pomiedzy ,,NUS schedule” a ,,long NUS schedule ™
» Na stronie 132 mozna znalezé zdanie: “The chemical exchange rate constant calculated fpr
conventional measurement was 181.74 £ 1.83 s!...”, z kolei wartos¢ tej éamej stalej podana w

tabeli 3.3 wynosi 182 %2 5™\, Skad taka r6znica dokladnosci?

- Wymienione powyzej usterki nie maja wplywu na mojg oceng .recenzowanej rozprawy.
Zdecydowana wigkszos¢ wynikow zamieszczonych w rozprawie zosiala . juz 'opublikowana w7
publikacjach, ktére ukazaty si¢ w recenzowanych czasopismach migdzynarodowych, a tym samym byla
" juz poddana kry‘tycznej. ocenie przez spolecznosé haukowa. W przypadku rozpraw doktorskich opartych
na wynikach badati zespotowych trudno jest dokladnie stwierdzi¢, co zostalo zrobioﬁ;a ‘pr'zeé
posiczegélnych jego cztonkéw. Przygotowanie rozprawy w formie bezosobowej, jak to mialo miejsce w
niniejszym przypadku, réwniez nie ulatwia recenzentowi jej oceny. Jednak fakt, ze w 5 z tych prac mgr
Golowicz jest pierwszym autorem oznacza, ze wklad Doktoranta w ich péwstéinie byt niewatpliwie
znaczacy. Warto réwniez dodaé, ze cze$é rozprawy dotyczaca analizy krzywych transfefu TOCSY, ktéra
jeszcze nie jest opublikowana, stanowila 'tematirkg projekfu NCN PRELUDIUM, ktérego Doktorant byt '
kierownikieﬁl. Fakt ten najlepiej ilustruje szeroki zakres problematyki zawartej w ocenianej rozprawie.
Chociaz tematyka pracy jest\wedlug mnie do§é niszowa i raczej odlegta od gléwnego nﬁrtﬁ moich
zainteresowai, to jest ona zarazem niezwykle wazna i co isfotne, zostala przedstawiona w bardzo
przysigpny Sposéb, co pozwolilo mi na zrozumienie idei .kazdego z prezentowanych przez Dokioranta
za_gadnieﬁ. _ '

Chcialabym rowniez podkreslic, ze zrealizowanie celéw rozprawy wymagalo od mgr G-(';léﬁri;:zé
szeregu umiej¢tnosci, poczgwszy od zrozumienia podstaw zjawiska NMR, co zostalo zaprezentowane wé
wstepie do rozprawy, poprzez doglebna znajomos$¢ metod rejestracii i przetwarzania' sygnaldow az do
wykorzystania spektroskopii NMR do badania réznych zjawisk i proceséw. Na podkreslenie zashuguje
réwniez wnikliwa i krytyczna analiza wynikéw pomiaréw. W pracy bardzo ﬁodoba}c} mi si¢ to, ze za
kazdym razem, gdy Doktorant prezentowal nows, opracowana przéz siebie metédg, otrzymane wyniki
konfrontowat z rezultatami eksperymentéw-wykonanych w sposéb konwencjonalny, co pozwalato na
jéshe zoﬁrazowanie ich zalet i wad. | -

- Jestem przekonana, ze tematyka realizoWana w rozprawie przez mgr Golowicza ma istotne
znaczenie dla rozwoju wspolczesnej  spektroskopii NMR. Opracowanie metod pozwalajacych na

efektywny pomiar réznych wymiaréw nie-Fourierowskich znajdzie z pewnoscia szerokie zastosowanie



wiréd wielu uzytkownikéw spektrometréw NMR. Jest to bardzo istotne, gdyz diugi czas pomiaru moze -
uniemozliwié¢ badania, zaréwno z uwagi na koszt wykonania pomiaru, jak i na niestabilno$¢ niektérych
probek. Opracowanie haszedzia urnozliwiajacego wdrozenie omawianych metod, czyli stworzenie ,
programu TReNDS, z pewnoscia to ulatwi, gdyz d21ek1 temu wszystkie techmk] przedstawione w pracy:
TR-NUS, przeplatany TR-NUS i SCoT staja szg dostepne dla uzytLomeow NMR. Chociaz nie miatam
szansy sie o tym przckenac to, jak zapewnia W swojej rozprawie mgr Golowicz, ,,wszystkie pomiary, w
ktérych czestoiliwosé fub intensywnosc sygnalu zmienia si¢ w czasie (w sposob isiekomrolou;any lub
kontrolowany) nada_;q sxg do uruchomienia z TReNDS po wybramu jednej z zaimplementowanych

metod »

Kolejnym waznym elementem badafi Doktoranta jest to, ze nie kieruje on opracowywanych przez siebie
metod jedynie do uzytkownikéw spektrometréw wysokorozdzielczych, ale rowniez wskazuje potencjalne
zastosowanie tych metod na spekirometrach biurkowych, co z pewnoscig znacznie zwigkszy ich

uzyteczno$é. ' : PO

W oparciu 0 wyrazong powyzej opini¢ stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa

doktorska z néwiazkg spelnia wymogi stawiane pracom doktorskim i wnosze o dopuszczenie mgr

Dariusza Golowicza do nastepnych etap6w przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na nowatorski charakter pracy polegajqcy na opracowaniu metod pozwalajacych na
efektyvmy pomiar réznych wymlarow nie-Fourierowskich, ktéry ma istotne znaczeme dla rozwoju
wspoiczesnej spektroskopii NMR, wmosku_]g réwniez o wyrozmeme tej rozprawy zgodnie ze zwyczaj:aml
Wydziaha Chemii UW.
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Whiosek o wyrdznienie rozprawy doktorskiej pana magisira Dariusza Golowicza zatytulowanej
Novel methods of acquiring and processing NMR signals with combined sampling of Fourier and

non-Fourier dimnesions™.

Rozprawa doktorska pana mgr Dariusza Golowicza jest wyrbzniajaca sie praca naukdwq.
Tematyka rozprawy dotyczy opracowania nowych metod pozwalajgcych na efektywny pomiar réznych
wymiarow nie-Fourierowskich i ma isto@ixe znaczenie dla rozwoju wspolczesnej spektroskopii NMR.
Uwazam, ze wyniki zaprezenfowane W rozprawie znajdg pfaktyczne zastosowanie wsréd wielu
uzytkownikow spekirometréw NMR, ‘gdyz pozwalaja migdzy innymi na znaczne skrocenie czasu
pomiaru. Dhugi czas pomiaru moze uniemozliwi¢ badania, zardwno z uwagi na koszt jego wykonania, jak
i na niestabilno$¢ niekiérych probek. Stworzenie programu TReILIDS, czyli narzedzia pozwalajacego na
wdrozenie. opracowanych metod, z pewnoscig to ulatwi, gdyz dzigki temu wszystkie oma\;viané w
rozprawie techniki stajg si¢ dostgpne dla uzytkownikéw NMR. |

- Cheialabym réwniez podkreslié, ze zrealizowanie celow rozprawy wymagalo od mgr Golowicza
szeregu umiejetnosci, poczawszy od zrozumienia podstaw zjawiska NMR poprzez doglebng znajomosé
metod rejestracji i przetwarzania sygnaléw az do wykorzystania spektroskopii NMR do badania réznych
zjawisk i proces6w. Na podkres’lenie zastuguje réwniez wnikliwa i krytyczna analiza wynikow pomiarow.

Dorobek Dokioranta jest wyrézniajacy i obejmuje 9 prac, z kidrych wszystkie ukazaty sie W
recenzowanych czasopismach miedzynarodowych. W 5 pracach jest pierwszym autorem, wliczajac te,
ktora ukazala si¢ w prestizowym Prog. Nucl. Magn. Reson. Spectrosc. Na podkreslenie zashuguje fakt, ze
mgr Golowicz kierowal projekiem NCN PRELUDIUM.
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