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Spektroskopia jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR) jest, obok krystalografii
rentgenowskiej, wiodacg metodg analizy strukturalnej biomolekut takich jak biatka i kwasy rybo-
1 deoksyrybonukleinowe. R6znorodne metody NMR pozwalaja na poznanie z rozdzielczoscig
atomowq nie tylko cech strukturalnych, ale rowniez dynamiki w skali od sekund do pikosekund,
charakterystyki oddziatywan migdzydomenowych lub biatko-RNA czy statych dysocjacji

kompleksow z ligandami.

Obecnie mozna wskaza¢ na dwie gldéwne bariery zastosowan NMR w odniesieniu do
makromolekut o znaczeniu biologicznym: niskg czuto$¢ metody oraz nalozenie sygnalow
widmowych. Intensywny postep m.in. w konstrukcji magnesow NMR oraz zastosowanie sond
kriogenicznych doprowadzily do znacznego wzrostu czulosci, pozwalajacego na badanie
biomolekut w stezeniach od ok. 100 nmol/l oraz o coraz wigkszych rozmiarach (standardowo do
ok. 25 kDa). Drugg z wymienionych trudnosci, tj. zatloczenie sygnalow, rozwiazuje si¢ poprzez
selektywne badz nieselektywne znakowanie izotopami “C, "N i *H, w polaczeniu z
wielowymiarowa heterojadrowa spektroskopia korelacyjng. W metodach tych dzieki
przeniesieniu magnetyzacji na heterojadro (°C, "N badz *'P) oraz ewolucji jego przesunigcia

chemicznego, dokonuje si¢ rozdzialu natozonych rezonanséw bez zwigkszenia ich ogolnej liczby.

Wielowymiarowe techniki NMR napotykaja jednak zasadnicza trudno$¢ z uwagi na
teoremat o probkowaniu (Nyquista-Shannona), odnoszacy si¢ do posredniego probkowania
ewolucji wzbudzanych koherencji. Dlugie czasy relaksacji podtuznej dla makromolekut (~1 s)
ograniczaja szybkos¢ detekcji posredniej do kilku prébek/min. Z obu wymienionych powodow
standardowa metodologia NMR ogranicza si¢ do metod co najwyzej trojwymiarowych, w

ktorych — z uwagi na ograniczony czas pomiarowy — cz¢sto konieczne jest poswigcenie



rozdzielczo$ci w wymiarach posrednich. Niemozliwe jest takze wykorzystanie wysokiego pola

By do poprawy rozdzielczosci widmowe;.

Rozwigzaniem problemu probkowania wielowymiarowych eksperymentéw NMR jest
losowe probkowanie oszczedne. Pozwala ono na zwe¢zenie linii az do ich naturalnej szerokosci
oraz optymalizacj¢ czutosci przy probkowaniu. Jednak pominigcie akwizycji wiekszosci sygnatu
niesie konsekwencje w postaci artefaktow probkowania, tj. dodatkowego deterministycznego
szumu. Zaklécenia te obnizaja czuto$¢ wysokowymiarowych eksperymentow NMR i w

konsekwencji niepotrzebnie wydtuzaja pomiary.

W mojej pracy przyjalem za cel stworzenie nowego algorytmu przetwarzania oszczgdnie
probkowanych sygnatow, skutecznie eliminujacego artefakty probkowania. Metode oparto na
transformacji Fouriera uzupetnionej zerami, a takze na znanych od lat 60-tych iteracyjnych
algorytmach CLEAN oraz iterative soft thresholding.

Opracowany algorytm rozdziatu sygnatow (SSA) wprowadza szereg udoskonalen w
stosunku do CLEAN, m. in. mozliwo$¢ automatycznego dopasowania sygnatu funkcjami
analitycznymi, iteracyjne udoktadnianie modeli sygnatu i spekulacyjne poszukiwanie sygnatow
blisko krytycznego stosunku sygnatu do szumu. Przeprowadzone symulacje komputerowe jak
réwniez modelowe dane eksperymentalne potwierdzily, iz nowy algorytm skuteczniej usuwa
artefakty niz CLEAN, oraz daje konkurencyjne wyniki do innych popularnych metod
przetwarzania, m.in. maksymalizacji entropii (MaxEnt) czy rozkladu wielowymiarowego
(MDD). Prostota stworzonego algorytmu nie pozwala w ogoélnosci na przewyzszenie dobrze
ugruntowanych matematycznie metod optymalizacyjnych, np. compressed sensing (CS). Jednak
jest ona konieczna do szybkiego przetwarzania wielowymiarowych widm o wysokiej

rozdzielczosci, w ktorych metody CS czy MaxEnt nie moga w praktyce by¢ zastosowane.

Szczegbdlng uwage zwrdcono na wydajnos¢ obliczen 1 mozliwosci ich zréwnoleglenia.
Implementacja algorytmu w jezyku C++ wykorzystuje wystandaryzowane biblioteki algebry
liniowej (BLAS) oraz OpenMP (wspodibieznos¢). Zuzycie pamigci RAM przy przetwarzaniu
widm 4D 1 5D ograniczono przez podzial widm na bloki o statej wielkosci, ich selekcje i
kompresje. Zoptymalizowano obliczanie sum Fouriera dla rzadkich wielowymiarowych danych,
wykorzystujagc zmienno$¢ gestosci danych na poszczegdlnych etapach transformacji. Aby
umozliwi¢ rekonstrukcje wybranych fragmentow widma wielowymiarowego lub tez dowolnych
dwuwymiarowych przecie¢ zastosowano sekwencj¢ transformacji w przod/wstecz, w ktorej unika
si¢ duzych rozmiaréw danych posrednich. Stworzony program zostal udostepniony w 2010 r. na
stronie internetowej grupy prof. Kozminskiego (bezptatnie do celow akademickich) i jest

wykorzystywany w kilku zagranicznych osrodkach naukowych.



Istotnym aspektem prezentowanej pracy sa nowe zastosowania probkowania losowego w
potaczeniu z efektywnym usuwaniem artefaktow. Pokazano szereg aplikacji do
czterowymiarowych podwojnie edytowanych (°C lub/i '"N) widm jadrowego efektu
Overhausera (NOESY), jak réwniez widm TOCSY do przypisan sygnatow w lancuchach
bocznych bialek i pierscieniach rybozy RNA. Szczegdlnym zastosowaniem okazaty si¢ ilosciowe
pomiary szybkosci relaksacji wzajemnie skorelowanej (CCR) dla koherencji wielokwantowych w
tancuchu gléwnym biatek. Dzigki ultra wysokiej rozdzielczosci widmowej, wysokiej
wymiarowos$ci (4D) i1 ttumieniu artefaktow mozliwe byto po raz pierwszy wyznaczenie tych
wielkosci dla biatek czesciowo nieustrukturyzowanych (ang. intrinsically disordered proteins,
IDP), stanowigcych wyzwanie dla NMR z powodu szczegdlnie duzego zatloczenia widm.
Pomiary CCR stanowig nowe narzedzie do charakteryzacji lokalnej geometrii tancucha

polipeptydowego dla dominujacych konformeréw IDP w roztworze.

Ponadto wykazano uzyteczno$¢ cztero i1 pigciowymiarowych widm TOCSY, uzyskanych
metoda SSA, do przypisania sygnatow w malych i duzych biatkach zwinietych. Pomiary
przeprowadzono dla standardowych probek biatek: ubikwityny (86 aa) i MBP (370 aa) oraz — we
wspotpracy z osrodkami z Polski, Holandii, Stowenii, Szwajcarii 1 Francji — dla dopiero
badanych biatek LipaseA (181 aa), HDN (114 aa), EMAP-II (169 aa) i SI00A1 (2x93 aa).

Wykazano, iz w  przypadku troj- i czterowymiarowych widm NOESY efektywne
ttumienie artefaktow jest konieczne dla zachowania zawartej w nich informacji strukturalnej. W
tym przypadku osiagnigto redukcje efektywnego szumu o max. 98% (tj. max. 50-krotng). W
zaleznosci od czutosci eksperymentu (wigc takze wielkosci 1 stgzenia biatka), pozwolilo to na
catkowita lub niemal zupeilnag eliminacj¢ artefaktow z widm. Pokazano rowniez mozliwosci
rejestracji bezdiagonalnych asymetryczncyh widm NOESY, w ktorych brakuje dominujacego
zrodha artefaktow. Techniki te znajduja zastosowanie w badaniach strukturalnych biatek (°N,
BC-, czy C(aro),"’C(ali)- edytowane NOESY) oraz do przypisania sekwencyjnego RNA w
oparciu o kontakty H1’-H6/H8 (13C(rib0),13C(ar0)—edytowane NOESY).

Podsumowujac, stworzono wszechstronny algorytm przetwarzania sygnatow z losowo
probkowanych  eksperymentow NMR. Pozwala on na zachowanie czulosci w
wysokorozdzielczych wymiarowych technikach NMR stosowanych dla biatek 1 kwasoéw
nukleinowych. Wyniki przeprowadzonych badan opublikowano w czasopismach Journal of
Biomolecular NMR (4), Journal of Magnetic Resonance (1), Journal of Biomolecular NMR
Assignments (2) 1 Angewandte Chemie-International Edition (1).



