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3. Oméwienie osiagnie¢c, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca

2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.).
3.1. Tytul osiggniecia naukowego:

Innowacyjne zastosowania N-wymiarowej spektroskopii NMR ciata stalego w analizie
struktury i dynamiki molekularnej peptydéw, biatek 1 kompleksow metali
przejsciowych z wykorzystaniem nowych metod zwigkszajacych efektywnos¢

pomiarow.
3.2. Spis publikacji stanowiacych podstawe postepowania habilitacyjnego:

Osiagni¢cie naukowe stanowigce podstawe wniosku habilitacyjnego zostato przedstawione
w opisanych o$miu pracach oryginalnych. W pigciu z nich jestem pierwszym autorem,
a w czterech petni¢ rolg autora korespondencyjnego. Oswiadczenia dotyczace mojego wkiadu
w kazda z ponizszych publikacji, a takze oswiadczenia wspotautoréw, zostaty dotaczone
do wniosku. Niniejszy autoreferat syntetycznie przedstawia kluczowe wyniki i znaczenie tych

prac, podkreslajac ich wktad metodologiczny i aplikacyjny.

1) Paluch, Piotr; Trébosc, Julien; Amoureux, Jean-Paul; Potrzebowski, Marek J.
,,1H-31P CPVC NMR method under Very Fast Magic Angle Spinning for analysis
of dipolar interactions and dynamics processes in the crystalline phosphonium
tetrafluoroborate salts” (2017) Solid State Nuclear Magnetic Resonance, 87, 96-103.
DOI: 10.1016/j.sshnmr.2017.05.004

Praca dotyczy rozwoju i zastosowania dwuwymiarowej metody CP-VC do badania
dynamiki soli fosfoniowych. Jest to pierwszy przyktad uzycia tej techniki do analizy procesow
dynamicznych dla par jgder innych niz *H-23C i 'H-'5N, co poszerza zakres jej zastosowar:
W NMR-krystalografii. Moj wkiad obejmowat koncepcje projektu, zaplanowanie i wykonanie
caloksztaftu eksperymentow NMR, przygotowanie skryptow i przeprowadzenie symulacji
numerycznych, petng analize danych wraz z opracowaniem graficznym oraz aktywny udziat

w pisaniu i redakcji manuskryptu.
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2) Paluch, Piotr; Pawlak, Tomasz; Lawniczak, Karol; Trébosc, Julien; Lafon,
Olivier; Amoureux, Jean-Paul; Potrzebowski, Marek J. ,,Simple and Robust Study
of Backbone Dynamics of Crystalline Proteins Employing 1H-15N Dipolar Coupling
Dispersion” (2018) Journal of Physical Chemistry B, 122(34), 8146-8156
DOI: 10.1021/acs.jpch.8b04557

W artykule rozszerzytem 2D CP-VC na badania dynamiki tancucha glownego biatek w ciele
stalym poprzez analize dyspersji sprzezen dipolowych H-°N. Zaproponowany protokét jest
prosty, powtarzalny i odporny na artefakty, dzieki czemu stanowi uZyteczne narzedzie
dla spolecznosci BioNMR. Jestem autorem korespondencyjnym. Odpowiadatem za ideg
projektu, planowanie i wykonanie wszystkich eksperymentow, analize danych oraz ich
wizualizacje, a takze za przygotowanie i redakcje manuskryptu. Praca ma charakter
metodologiczny i aplikacyjny — demonstruje mozliwosé ilosciowego opisu ruchéw

w strukturach biatkowych przy wysokich predkosciach MAS.

3) Paluch, Piotr; Augustyniak, Rafal; Org, Mai-Lliis; Vanatalu, Kalju; Kaldma, Ats;
Samoson, Ago; Stanek, Jan ,NMR Assignment of Methyl Groups in Immobilized
Proteins Using Multiple-Bond 13C Homonuclear Transfers, Proton Detection, and Very
Fast MAS” (2022) Frontiers in Molecular Biosciences, 9, art. 828785.
DOI: 10.3389/fmolb.2022.828785

Praca przedstawia nowe sekwencje 3D i 4D umozliwiajgce przypisania sygnatow *H i 3C
grup metylowych w krystalicznych biatkach, z wykorzystaniem transferow homojgdrowych
13C, detekcji *H i bardzo szybkiego MAS. Méj wktad obejmowal zaplanowanie i napisanie
wszystkich programow do symulacji i ich wykonanie, przygotowanie wigkszosci sekwencji
impulsowych, rejestracje widm oraz wiodgcy udzial w analizie danych, opracowaniu rycin
i redakcji tekstu. Metody te ulatwiajq przypisanie sygnatow aminokwaséw metylowych, co ma

znaczenie dla badan dynamiki i oddziatywan w kompleksach biatkowych.

4) Druzbicki, Kacper; Paluch, Piotr; Dolot, Rafal; Bak-Sypien Irena; Kuc, Ewelina;
Jeziorna, Agata; Potrzebowski, Marek J. ,,From Amorphous Bundles to Nanoporous
Peptide Frameworks: Solvent-Driven Self-Assembly of Pro-Val-Pro-Val” (2026)
Biomacromolecules, 27, 549—566.

DOI: 10.1021/acs.biomac.5c01800
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Praca przedstawia badania strukturalne nanoporowatego tetrapeptydu Pro-Val-Pro—Val
z wykorzystaniem spektroskopii NMR oraz technik dyfrakcji rentgenowskiej. Moj wktad
obejmowat zaprojektowanie i przeprowadzenie wszystkich pomiarow NMR, analize uzyskanych
widm oraz przygotowanie czesci manuskryptu poswieconej wynikom spektroskopii NMR.
Badania majg charakter strukturalny i tgczq dane spektroskopowe oraz dyfrakcyjne w celu

scharakteryzowania wtasciwosci badanego uktadu.

5) Paluch, Piotr; Rankin, Andrew G.M.; Trébosc, Julien; Lafon, Olivier; Amoureux,
Jean-Paul ,,Analysis of HMQC experiments applied to a spin % nucleus subject to very
large CSA” (2019) Solid State Nuclear Magnetic Resonance, 100, 11-25.
DOI: 10.1016/j.ssnmr.2019.03.001

Artykut dostarcza poglebionej analizy teoretyczno-eksperymentalnej eksperymentow
D-HMQC dla jgder o bardzo duzej anizotropii przesuniecia chemicznego (np. °°Pt)
w  warunkach szybkiego MAS. Prace zrealizowatem podczas stazu podoktorskiego
w laboratorium prof. J.-P. Amoureux i prof. O. Lafona (Lille, Francja) finansowanego
z programu MOBILNOSC-PLUS. Jako autor korespondencyjny — przygotowatem
oprogramowanie do symulacji i przeprowadzilem wszystkie symulacje, napisatem sekwencje
impulsowe, zarejestrowatem widma, przeanalizowatem i zwizualizowatem dane oraz
wspoltworzytem manuskrypt. Praca stanowi praktyczny przewodnik doboru parametrow

i interpretacji widm dla trudnych jgder spin-1/2 z duzym CSA.

6) Rankin, Andrew G.M.; Trébosc, Julien; Paluch, Piotr; Lafon, Olivier; Amoureux,
Jean-Paul ,,Evaluation of excitation schemes for indirect detection of 14N via solid-
state HMQC NMR experiments” (2019) Journal of Magnetic Resonance, 303, 28-41.
DOI: 10.1016/j.jmr.2019.04.004

Praca ocenia i poréwnuje schematy wzbudzenia w eksperymentach D-HMQC
dla posredniej detekcji jgdra N za pomocg H, co jest zagadnieniem istotnym z uwagi
na kwadrupolowy charakter “*N. Publikacja powstawata réwnolegle do pozycji 5) w trakcie
mojego stazu w Lille. Przygotowalem i uruchomitem wszystkie symulacje numeryczne oraz

aktywnie uczestniczylem w analizie danych i opracowaniu wizualnym wynikow. Rezultaty
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stanowiq zestaw praktycznych wskazowek dotyczqgcych doboru sekwencji, warunkow RF

i predkosci MAS pod kqtem czutosci i rozdzielczosci.

7) Atterberry, Benjamin A.; Paluch, Piotr; Lamkins, Andrew R.; Huang, Wenyu;
Rossini, Aaron J. ,,Rapid Acquisition of 103Rh Solid-State NMR Spectra by 31P
Detection and Sideband Selective Methods” (2025) Journal of the American Chemical
Society, 147(17), 14411-14421.

DOI: 10.1021/jacs.5¢c00784

W artykule opisane sq metody szybkiej rejestracji widm %Rk w ciele stalym
z wykorzystaniem J-HMQC i posredniej detekcji 3P, uzupetnione o selektywne podejscia
., sideband-selective”. Moj udzial obejmowat koncepcje projektu, planowanie i realizacje
wstepnych eksperymentow NMR (w sytuacji ograniczen sprzetowych — brak sondy pozwalajqcej
na MAS > 20 kHz), a takze aktywny udziatl w analizie danych oraz wspotredakcje manuskryptu.
Jestem autorem korespondencyjnym. Wypracowane strategie istotnie skracajq czas pomiaru
i poprawiajq wykrywalnos¢ jgder o niskiej czutosci, co ma znaczenie dla chemii kompleksow

rodu i katalizy.

8) Paluch, Piotr; Kupé&e, Eriks; Trébosc, Julien; Lafon, Olivier; Amoureux, Jean-
Paul ,,Hadamard acquisition of 13C-13C 2-D correlation NMR spectra” (2021)
Magnetic Resonance in Chemistry, 59(3), 247-256.

DOI: 10.1002/mrc.4969

Praca prezentuje zastosowanie szybkiej akwizycji typu HADAMARD do rejestrowania
homojgdrowych widm korelacyjnych C-3C, co znaczqco redukuje czas eksperymentu przy
zachowaniu informacji  korelacyjnej. Publikacja powstata podczas mojego stazu
podoktorskiego w Lille. Przygotowalem wszystkie sekwencje impulsowe, zarejestrowatem
wszystkie widma, przeanalizowalem i zilustrowatem wyniki oraz wspottworzytem tekst. Metoda
stanowi efektywnq alternatywe dla klasycznych akwizycji 2D w badaniach materiatow

organicznych i matoczgsteczkowych.
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3.3. Omowienie celu naukowego ww. publikacji i osiagnietych wynikéw wraz

omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

3.3.1. Cel naukowy

Celem naukowym przedstawianych badan bylo przede wszystkim opracowanie metod
rejestracji widm NMR w ciele statym, ktore daja mozliwie prosta w analizie odpowiedz
w rozsagdnym czasie — takze wtedy, gdy badany uktad jest trudny (szerokie widma, niska
czuto$¢, ztozona dynamika), a standardowe eksperymenty stajg si¢ zbyt kosztowne czasowo
lub mato jednoznaczne. Dlatego konsekwentnie opieralem rozwoj metod o warunki szybkiego
i bardzo szybkiego MAS (fast/UF-MAS) oraz o takie strategie transferu magnetyzacji i detekcji,
ktore realnie poprawiaja czuto$¢ i rozdzielczo$é, bez utraty wiarygodnosci otrzymywanych

parametréw. W praktyce ten cel realizowalem trzema uzupeiniajacymi si¢ kierunkami.

Po pierwsze, rozwijalem eksperymenty nastawione na pomiary sprzezen dipolowych
'H-X (zwlaszcza w rodzinie CP-VC), bo to one daja bezposredni dostep do odlegtosci
miedzyatomowych i — co rownie wazne — do informacji o ruchach lokalnych, ktore redukuja
obserwowane sprzg¢zenia. Zalezato mi, zeby te pomiary nie byty tylko demonstracjg metody,
ale zeby dato si¢ je zastosowaé od prostych ukladow modelowych po bardziej ztozone probki,

np. biomolekuty, gdzie interesuje nas profil dynamiki wzdtuz catego tancucha.

Po drugie, rownolegle pracowatem nad eksperymentami wielowymiarowymi, ktore w
NMR ciata statego cz¢sto napotykajag na dwa ,,waskie gardta”: przypisania oraz czas akwizycji.
Stad duzy nacisk na sekwencje, ktore sa mozliwie proste w uzyciu, dobrze skalujg si¢
z predkoscia MAS 1 daja zauwazalne skrdcenie czasu pomiaru (np. dzieki detekcji 'H i
technikom przyspieszania akwizycji). Innymi stlowy: chciatem, Zzeby z eksperymentow 3D/4D

dalo si¢ korzysta¢ praktycznie, a nie tylko ,,teoretycznie”.

Po trzecie, istotnym filarem cyklu byta posrednia detekcja jader ,,trudnych” — o niskiej
czuto$ci, bardzo szerokich liniach (duze CSA) albo niekorzystnych wlasciwosciach
relaksacyjnych. W tym obszarze kluczowe bylo dla mnie pokazanie, Zze odpowiednio
zaprojektowana sekwencja (np. warianty D-HMQC i podejscia sideband-selective) potrafi
»przenies¢” informacje o jadrze X na jadro czule 1 dzigki temu drastycznie skroci¢ czas

potrzebny do uzyskania uzytecznego widma. Ten sposob myslenia jest wspdlny dla prac
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dotyczacych m.in. "*Pt/"N oraz '®Rh, gdzie punktem wyjscia zawsze byto pytanie: co zrobi¢,

zeby eksperyment byl wykonalny w rutynowej praktyce laboratoryjne;j.

Podsumowujgc, moje badania maja charakter metodologiczny, ale z wyraznym
nastawieniem na zastosowania: wypracowatem zestaw rozwigzan (sekwencje, warianty
selektywne, ,,best-practice” doboru parametréw), ktore zwiekszaja czutos$¢ i/lub skracajg czas
eksperymentow NMR w ciele stalym, a jednoczesnie dostarczaja parametréw mozliwych
do interpretacji iloSciowej (sprz¢zenia dipolowe, parametry CSA, wskazniki dynamiki).
Zalezato mi tez na tym, zeby ta metodologia byla mozliwie uniwersalna — tak, aby podobna
logike eksperymentu dato si¢ stosowaé zaréwno w BioNMR, jak i w chemii materiatow

czy chemii metaloorganicznej.
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3.3.2. Publikacja 1

Od wielu lat w centrum moich zainteresowan naukowych znajduje si¢ opracowywanie
I wykorzystywanie metod opartych o spektroskopi¢ NMR ciala statego do pomiaru sprzgzen
dipolowych *H-X. Wykorzystywane przeze mnie metody oparte sa gtéwnie na technikach typu
2D CP-VC w warunkach szybkiego wirowania pod katem magicznym, ktére zostaly
zaproponowane przeze mnie w 2013 roku w pracy w JMR?, i zostaly pdzniej polaczone
z detekcja H? oraz zweryfikowane teoretycznie przez symulacje numeryczne:. W cytowanych
pracach metody te stosowane byty wytacznie do pomiaréw sprzezen dipolowych *H-1C i H-
15N.

W omawianej pracy pokazatem aplikacje pomiaréw sprzezen dipolowych H-3!P
z wykorzystaniem sekwencji 2D CP-VC do analizy proceséw dynamicznych w statych solach
fosfoniowych. Szczegdélowo przeanalizowalem poprzez symulacje numeryczne wplyw
procesdow dynamicznych na otrzymany ksztalt dubletéw dipolowych a takze -efekty
oddzialywan wielospinowych oraz nichomogenicznosci impulséw RF. Eksperymentalnie jako
zwigzki ~ modelowe  uzylem  dwa  dobrze krystaliczne  tetrafluoroborany
a) tri-tert-butylofosfoniowy i b) tri-metylofosfoniowy. Jak pokazuja termogramy DSC

(Rysunek 1) obydwa zwigzki wystepuja w kilku fazach krystalicznych w szerokim zakresie

temperatur.
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Rysunek 1 Termogramy DSC tetrafluoroboranu a) tri-t-butylofosfoniowego i b) tri-

metylofosfoniowego.

W przypadku tetrafluoroboranu tri-tert-butylofosfoniowego, ze wzgledu na wymagana

dla eksperymentu 2D CP-VC szybka rotacje probki i zwigzany z tym ograniczony zakres
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dostepnych temperatur, mozliwa byla analiza wylgcznie fazy wystepujacej powyzej
-71.2°C, w temperaturze zblizonej do temperatury pokojowej (faza 1-111). Dla tej formy
krystalicznej obserwowane rozszczepienie dipolowe wynosi (A) 11.3 kHz, co odpowiada
warto$ci sprz¢zenia dipolowego (D) rownego 15.8 kHz, zgodnego z teoretyczng dlugoscia
wigzania P-H rowna 1.4 A. Swiadczy to o braku wystepowania proceséw dynamicznych o skali

czasowej s i szybszych w obrebie pary spinowej tH-3!P.
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Rysunek 2 a) Oscylacje dipolowe oraz ich b) transformata Fouriera pokazujgca dublet dipolowy,

zarejestrowane dla tetrafluoroboranu tri-t-butylofosfoniowego.

Tetrafluoroboran tri-metylofosfoniowy wystepuje az w 4 rdéznych fazach, z ktorych
3 (2-11, 2-111 i 2-1V) mogtly by¢ zbadane z wykorzystaniem techniki 2D CP-VC w warunkach
szybkiej rotacji pod katem magicznym. Wymagato to wykonania pomiaréw
zmiennotemperaturowych, ktore w warunkach szybkiego wirowania pod katem magicznym
zwykle zwigzane sg z wystepowaniem gradientu temperatury wzdhuz rotora tym wigkszego,
im temperatura bardziej rézni si¢ od temperatury pokojowej. Dodatkowo wymagato
to precyzyjnej kalibracji rzeczywistej temperatury w tych samych warunkach pomiaru (zadana
temperatura, przeptywy gazu stabilizujgcego temperature, predkosc¢ rotacji), z wykorzystaniem
rezonansu 2°’Pb dla azotanu (V) otowiu (II). Po eksperymentalnym uzyskaniu rzetelnych

informacji o temperaturze mozliwe byto zaobserwowanie faz II-IV dla tetrafluoroboranu

i Sciélej, im temperatura gazéw napedowych rézni sie od temperatury gazu stabilizujacego temperature. W
przypadku sond dostepnych w CBMM gazy napedowe dostarczane s w temperaturze pokojowej i nie ma
mozliwosci zmiany ich temperatury.
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trimetylofosfoniowego, a dodatkowo, dzigki wystepowaniu gradientu temperatury, mozliwe
byto obserwowanie fazy II i III oraz III i IV réwnocze$nie. Rysunek 3 przedstawia widma
31p CP-MAS oraz 2D CP-VC zarejestrowane w 5 réznych temperaturach. W temperaturze 23°C
obserwowana jest wylacznie faza Il, a zmierzona warto$¢ rozszczepienia dipolowego
(A) wynosi 10.6 kHz, co odpowiada statycznej parze spinowej H-3'P. Sugeruje to,
ze w przypadku fazy Il nie ma procesow dynamicznych o skali czasowej us i szybszych
w obrebie pary spinowej H-3!P. Zwiekszenie temperatury do 52°C umozliwilo obserwacje
czystej fazy 111, dla ktorej warto$¢ rozszczepienia dipolowego (A) jest wyraznie zredukowana
w stosunku do przypadku statycznego i wynosi 8.7 kHz. To $wiadczy o wystepowaniu
proceséw dynamicznych obejmujacych pare spinowa *H-3!P. Dalsze zwiekszanie temperatury
prowadzi do obserwacji czystej fazy IV w temperaturze 80°C. Tutaj obserwowana warto$¢
rozszczepienia dipolowego (A) jest bardzo silnie zredukowana i wynosi jedynie 3.8 kHz,
co swiadczy o wilaczeniu kolejnych procesd6w dynamicznych coraz bardziej redukujacych
obserwowane sprzezenie dipolowe. Ze wzgledu na ograniczong ilos¢ danych
nie okreslono geometrii oraz skali czasowe]j tych procesow dynamicznych. Przedstawione
wyniki wskazuja na duza przydatnos¢ eksperymentu *H-3P CP-VC w badaniach plastycznych
jonowych krysztaldw organicznych. Jest to jedna z niewielu metod spektroskopowych (jesli nie
jedyna), ktora pozwala na tak doktadne §ledzenie proceséw dynamicznych. Ich opisanie z kolei,
przektada sie na glebsze zrozumienie mechanizmu dziatania elektrolitow statych, co jest jedna

z mozliwych aplikacji plastycznych organicznych krysztaldéw jonowych.
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Rysunek 3 Widma 3'P CP-MAS (strona lewa) oraz 2D CP-VC (prawa strona) zarejestrowane dla
tetrafluoroboranu tri-metylofosfoniowego przy predkosci rotacji rownej 50 kHz i zarejestrowane
przy réznych temperaturach prébki (skalibrowanej przy pomocy pomiaréw widm 2°’Pb dla Pb(NOs),
w tych samych warunkach). W nawiasie dla poréwnania podano zadang temperature odczytang

bezposrednio z kontrolera temperatury.
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3.3.3. Publikacja 2

Kontynuacja prac skupionych wokoét techniki CP-VC jest przedstawiana publikacia,
implementujaca technike 3D CP-VC z detekcja H i edycja ®N lub ¥C (Ca). Pomimo
ze trojwymiarowa technika CP-VC (3D CP-VC RFDR i 3D CP-VC-SHANGHAI) zostata
przeze mnie zaproponowana juz Kilka lat wcze$niej i po raz pierwszy pozwolita §ledzi¢ procesy
dynamiczne *tancuchéow bocznych, w tym pierScieni aromatycznych, w biatkach
(GB-1i DLC-8)*, byta ona obarczona ograniczeniami wynikajacymi z niskiej czutosci metody
(detekcja '3C) oraz skomplikowanego obrazu widma 3D z bardzo duza liczba pikow
korelacyjnych. Dodatkowo, mimo swojego potencjatu, technika nie byla w pehi
komplementarna z typowymi metodami §ledzenia dynamiki w biatkach opartymi na pomiarach
czasow relaksacji ®N lub sprzezen dipolowych H-'®N przy uzyciu sekwencji innych
niz CP-VC. W zwiazku z tym, nadrzednym celem opisywanej pracy byto opracowanie metody
pozwalajacej na tatwg analiz¢ proceséw dynamicznych makromolekut, ktora bedzie zaré6wno
czula, jak 1 w petni komplementarna z istniejacymi juz metodami. W tym celu rozwinalem
opracowang wczesniej? metode 2D CP-VC z detekcja *H do sekwencji 3D. Opracowana
sekwencja (Rysunek 4), 3D hNH-CP-VC z detekcja H i edycja °N, doskonale nadaje
sic¢ do polaczenia =z technikami przyspieszania akwizycji poprzez skrocenie
czasOw Ti1 z zastosowaniem zwigzkow paramagnetycznych (PACC, ang. paramagnetic-
assisted condensed data collection)®. Jest to godne uwagi, poniewaz zwykle stosowane metody
pomiaru czasow relaksacji N nie moga byé wykorzystane w obecnosci domieszek

paramagnetycznych, przez co stajg si¢ bardzo kosztowne czasowo.

Ramp
90-100% t2 3

1H lrcT ST T | Ve
t
CHEIE B B

Rysunek 4 Sekwencja 3D hNH-CP-VC z jednym wymiarem dipolowym t, (Dyu) oraz wymiarami

przesunie¢ chemicznych t; °N i t3 *H.
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Opracowana metode przetestowalem na komercyjnie dostepnym" biatku GB-1 w petni
znakowanym izotopami *C, N i 2H, z wymienionymi protonami NH, wykrystalizowanym
w obecnosci dodatku przyspieszajacego relaksacje NaCuEDTA. Pomimo ze w przypadku
jonéw Cu*" nie nalezy oczekiwa¢ zmian przesuni¢¢ chemicznych wywotlanych przez
przesunigcie pseudokontaktowe (PCS), zdecydowatem si¢ na wykonanie petnych przypisan
tancucha gléwnego w oparciu o serie eksperymentéow 3D z detekcja *H, implementujac'
sekwencje hCONH, hCANH, hcaCOcaNH, hcoCAcoNH, hcaCBcaNH, hcaCBcacoNH.
Przypisania de-novo byly niezbedne ze wzglgdu na znany fakt wystgpowania
biatka GB-1 w co najmniej pigciu formach polimorficznych o nieznacznie réznych
przesunieciach chemicznych®, ktére w szczegélnie niekorzystnych przypadkach moga
wspotwystepowa¢ w jednej probce, znaczaco utrudniajgc, a nawet uniemozliwiajac analize
widm. Korzystajac z serii sze$ciu widm przypisatem wszystkie widoczne sygnaty NH, CA, CB
1 CO, a nastgpnie, korzystajac z pakietu CS-Rosetta, okreslitem strukture posiadanej probki
biatka GB-1 (zdeponowang w BioMagResBank pod numerem 27562), zgodng z wcze$niej
opisanymi strukturami tego biatka. Dysponujac wiarygodnymi przypisaniami NH
dla posiadanej prébki, zarejestrowatem i poddatem analizie widmo 3D CP-VC otrzymane przy
uzyciu sekwencji 3D hNH-CP-VC (Rysunek 4).

(a) Gly-38 (b)  Gly-41
i inverse detected Mk‘
1H-15N CP-VC

Mk

Rysunek 5 Jednowymiarowe przekroje (wymiar dipolowy Dyu) otrzymane z widm 3D

zarejestrowanych przy uzyciu sekwencji przedstawionych na Rysunek 4 oraz Rysunek 6.

i W czasie realizacji projektu nie posiadatem dostepu ani nie wspdtpracowatem z zadnym laboratorium
specjalizujacym sie w ekspresji znakowanych izotopowo biatek.

i 7zeodnie z moja wiedzg eksperymenty tego typu zostaty zaimplementowane i wykonane po raz pierwszy w
Polsce.
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Umozliwito to okreslenie sprzg¢zen dipolowych dla wigkszo$ci obserwowanych reszt
aminokwasowych. Mimo ze widmo 2D hNH tak matego biatka jak GB-1 (szczegdlnie
dla prébki perdeuterowanej) charakteryzuje si¢ dobra dyspersja sygnalow, niektore z nich
naktadaja si¢ na siebie do tego stopnia, ze niemozliwa byla analiza cz¢sci reszt, jak np. pary

Gly-38 i Gly-41 (Rysunek 5).

W zwigzku z powyzszym opracowatem inng metod¢ edycji, bazujaca na potaczeniu
techniki CP-VC z sekwencja hCANH (Rysunek 6). Potaczenie to umozliwia otrzymanie
zarowno sekwencji 4D hCANH-CP-VC, jak i 3D hCAnH-CP-VC. W przedstawianym
projekcie, ze wzgledu na dobrg rozdzielczos¢ wymiaru Ca (zwlaszcza dla problematycznych
glicyn), zdecydowalem si¢ na wariant 3D. Korzystajac z obu proponowanych sekwencji,
jednoznacznie wyznaczylem sprzezenia dipolowe dla wszystkich obserwowanych reszt
aminokwasowych w badanej probce biatka GB-1. Nalezy podkresli¢, ze w analogiczny sposob
mozna zrealizowac sekwencje 3D hCOnH-CP-VC, jednak typowo dyspersja sygnatow CA jest

wigksza niz CO.

Ram,
70-100% t2 t3
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Rysunek 6 Sekwencja 3D hCAnH-CP-VC z jednym wymiarem dipolowym t, (Dnu) oraz wymiarami

przesunieé chemicznych t; 3Ci ts 'H.

W celu potwierdzenia uzytecznos$ci zmierzonych wartos$ci sprzezenia dipolowego Dnn
do analizy procesow dynamicznych zdecydowatem si¢ wyznaczyé parametr uporzadkowania
dipolowego wzdhuz lancucha gtéwnego zdefiniowany jako Sppi? = (Di/Drer)?, gdzie D;
to zmierzona eksperymentalnie warto$¢ sprz¢zenia dipolowego, a Dref to teoretyczna warto$¢
referencyjna. Nalezy tutaj podkresli¢, ze warto$¢ tego parametru nie zalezy wprost od szybkosci
procesu dynamicznego, a jedynie od tego czy wystepuje proces dynamiczny szybszy od 10us.

Jesli procesy 0 skali czasowej mniejszej niz 10us nie wystepuja dla pary jader °N-tH to nalezy
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oczekiwaé parametru Spp? bliskiego 1.0. Natomiast jesli udzial takich szybkich proceséw
w dynamice pary jader °N-1H jest istotny, to parametr Spp,i® bedzie wyraznie mniejszy od 1.0.
Graficzna reprezentacja warto$ci Spp,iZ wzdtuz tancucha gléwnego dla posiadanej probki biatka

GB-1 zostata zilustrowana w postaci latwego w analizie wykresu stupkowego (Rysunek 7).
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Rysunek 7 Parametr uporzadkowania dipolowego H-°N zdefiniowany jako Spp,? = (Di/Dref)? wzdtuz
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faicucha peptydowego biatka GB-1.

Analiza profilu Spp? wzdhiz tancucha glownego wskazuje na uzyskanie wynikow
zgodnych z doniesieniami literaturowymi’ dla biatka GB-1 i zgodnych z oczekiwaniami.
Wartosci parametru uporzadkowania dipolowego wyraznie ponizej 1.0 obserwowane
sg dla nieustrukturyzowanych fragmentow (petli) obejmujacych reszty Lys-10, Thr-11, Leu-12,
Thr-17, Glu-19, Asp-40, i Gly-41. Srednia warto$é parametru jest bliska 0.89, co pokrywa sie
z wezesniejszymi raportami dla tego biatka. Dla najbardziej ruchliwych pozycji (np. Gly-41)
uzyskane Spp,i? = 0.72 dobrze koresponduje z danymi relaksacyjnymi i symulacjami MD?®
(warto$ci rzedu 0.6), a takze z wynikami dla probek bez domieszek paramagnetycznych, gdzie
obserwuje si¢ prosta korelacje miedzy elementami struktury drugorzedowej a lokalng
ruchliwoscia. Co istotne, zastosowanie PACC nie wptywa na wartosci sprzg¢zen dipolowych D,
dzieki czemu wzgledne Spp,i® pozostaja porownywalne z literatura, podczas gdy bezposrednie
analizy relaksacyjne w obecno$ci centrow paramagnetycznych bywajg utrudnione przez
niejednorodne skracanie czasow relaksacji. Zaimplementowana przeze mnie sekwencja jest
prosta, powtarzalna i precyzyjna. Dodatkowo, prowadzenie detekcji *H umozliwito znaczne
skrocenie czasu pomiaru dynamiki makroczasteczek. Dzigki temu 3D CP-VC moze w szybki
sposdb  dostarczy¢ cennych informacji na temat dynamiki poszczegélnych reszt
aminokwasowych, co przektada si¢ na lepsze wyjasnienie roli danego biatka, czy mechanizmu

jego dzialania.
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3.3.4. Publikacja 3

Kolejna z przedstawianych w autoreferacie publikacji skupiona jest wokot problemu
przypisan sygnatoéw grup metylowych aminokwasow (Val, Leu, Ile) w biatkach. Pozornie praca
ta nie ma bezposredniego polaczenia z poprzednig praca, jednak jesli wezmiemy pod uwage,
ze znaczng cze$¢ procesOw dynamicznych w biatkach (szczegolnie o duzej wielkosci) bada si¢
za pomoca analizy relaksacji 3C grup metylowych, powiazanie to staje sic jasne. Ze wzgledu
na duza odleglo$¢ od grupy NH przypisanie sygnatow metylowych jest zwykle znacznie
utrudnione, szczegodlnie w przypadku duzych biatek lub bialek w cicle statym. W literaturze

mozna znalez¢ kilka podejs¢ do rozwigzania tego problemu, jak np.:

e Sekwencje 3D HMCM[CG]CBCA stosowane w cieczy.®

e Strategic oparte o selektywng mutageneze,’® ktéra mimo ze moze by¢
stosowana zarowno w fazie cieklej jak 1 stalej, jest niezmiernie
czasochtonna i kosztochtonna ze wzglgedu na konieczno$é przygotowania
doktadnie tylu probek ile jest aminokwasow metylowych.

e (Czasochtonng analiz¢ korelacji NOE migdzy grupami metylowymi
a protonami NH, mozliwa w obydwu fazach.

e Wysoce efektywne zastosowanie sekwencji 3D (H)CCH, 3D H(C)CH i 4D
HCCH12 Jub 3D (H)CX(CA)NH® w ciele statym z rOznymi typami

sekwencji mieszajacych.

Mimo istnienia wspomnianych efektywnych metod stosowanych do analizy probek
w ciele statym, nigdy nie poréwnano systematycznie mozliwych schematow mieszania przy
roznych predkosciach rotacji oraz roéznych schematach znakowania. Tymczasem, rdzne
schematy mieszania moga znaczaco wptywaé na efektywnos$¢ transferu magnetyzacji, a co za
tym idzie, na warto$¢ stosunku sygnal/szum. W omawianej pracy postanowitem wyjs¢ temu
naprzeciw 1 obiektywnie oceni¢ jakie metody mieszania begda najlepsze.
Z mozliwych roznych sekwencji mieszania zdecydowalem si¢ na wybdr az 10 réznych
mozliwych schematow mieszania (FLOPSY, DIPSI, WALTZ, r6zne warianty TOBSY,
fp-RFDR, DREAM) i przeanalizowatem ich efektywno$¢ zarowno numerycznie, korzystajac
z programu SIMPSON, jak i eksperymentalnie. Schemat zastosowanych sekwencji od 2D
do 4D przedstawia schematycznie Rysunek 8. W celu rzetelnej oceny efektywnosci

wymienionych sekwencji wybratem az 4 uklady modelowe: 2,3-*Ci-alaning, w pehni
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znakowany *C,%N tripeptyd fMLF, oraz biatko SH3 w dwéch wariantach znakowania, ktore
beda omowione pozniej. Ze wzgledu na techniczny charakter opisu oraz szczegotowosé
poréwnania schematéw mieszania, nie beda one tutaj doktadniec omawiane; przedstawione
zostang jedynie wnioski koncowe, oparte na ocenie ich efektywnos$ci na przyktadzie tripeptydu

U-13C,*N-fMLF oraz biatka U-?H,**C,'*N-*CH3-SH3.
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Rysunek 8 Schematy uzywanych sekwencji a) korelacje 2D 3*C-'3C z réznymi blokami mieszania, b)

SW,-TPPM

blok mieszania typu FLOPSY/DIPSI/WALTZ/TOBSY/fp-RFDR, c) blok mieszania typu DREAM, d)
sekwencja 3D(H)CVET(CC)(CA)NH i 4D HCVET(CC)(CA)NH.

Eksperymentalna analiza transferu magnetyzacji Csi -> Cou na prébce U-3C,°N-fMLF
(Rysunek 9) pokazata wyraznie, ze jego efektywnos$¢ zalezy nie tylko od typu sekwenciji,
ale, co wazniejsze, bardzo silnie od predkosci rotacji. Zwickszenie predkosci rotacji z 55.5 kHz
(mozliwej do uzyskania dla rotoréw o $rednicy 1.3 mm i mniejszej) do 98.0 kHz (osiggalnej
przy uzyciu rotorow o $rednicy ponizej 0.81 mm) w kazdym przypadku podnosi znaczaco
efektywnos¢ transferu (Rysunek 10). Wzrost efektywno$ci transferu magnetyzacji jest
szczegb6lnie widoczny w przypadku dwoéch najlepszych sekwencji mieszajacych DIPSI
oraz TOBSY C9ss' (wzrost efektywnosci rzedu 4-5x). W tym miejscu warto zwroci¢ uwage
no to, ze cho¢ dla prostego modelu jakim byta 2,3-3Cj-alanina symulacje numeryczne
doskonale zgadzaty si¢ z danymi eksperymentalnymi, to w przypadku tak skomplikowanego
uktadu spinowego jak U-13C,">N-fMLF ich wiarygodne przeprowadzenie jest w zasadzenie
niemozliwe, jesli chciatoby si¢ uwzgledni¢ obecno$¢ protonéw w analizowanym uktadzie
spinowym. Z uwagi na ograniczanie ilosci spindw mozliwych do uwzglednienia w symulacjach
do 8-10, nieuwzglednienie obecnosci protonow bedzie zrodtem gtownych btedow symulacji
numerycznych, poniewaz uniemozliwi uwzglednienie efektow wyzszych rzedow, takich
jak krzyzowe efekty sprzezen (np. Jcc i DcH). Mimo to, przeprowadzone symulacje numeryczne

bez uwzglednienia oddziatywan z *H pozwolity na dobre odwzorowanie optymalnych czaséw
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mieszania' czy wzrostu efektywnosci wraz ze wzrostem predkosci rotacji, jednakze ranking

sekwencji w oparciu o efekty symulacji jak 1 eksperymentu rdznitl si¢. Dlatego tez, istotnosé

oddziatywan wyzszych rzedow z protonami byta sitag napedowsg do wykonania dodatkowej

czasochtonnej eksperymentalnej weryfikacji sekwencji na ukladzie modelowego biatka
U-2H,13C,®*N-BCH3(Val,Leu, lle)-SH3.
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Rysunek 9 Fragmenty widm korelacyjnych 3C-*3C zarejestrowanych przy predkosci rotacji 55.5 kHz

w polu 18.8 T dla tripeptydu U-13C,*>N-fMLF.

v Czyli taki ktory jest zgody z pdzniej wykonanymi eksperymentalnie pomiarami.
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Rysunek 10 Poréwnanie efektywnosci transferu magnetyzacji Cs; -> Ca dla leucyny w tripeptydzie U-

13C,> N-fMLF, w polu 18.8 T przy 2 réznych (55.5 i 98.0 kHz) predkosciach rotaciji.

Z wynikow uzyskanych dla fMLF nalezalo si¢ spodziewa¢ niskiej efektywnosci
sekwencji TOBSY dla matych wartosci n, mimo to zdecydowatem, ze analizie na uktadzie
modelowego biatka U-2H,13C,®'N-1*CH3(Val,Leu,lle)-SH3 zostana podane wszystkie
sekwencje. Wykonana ocena ich przydatnosci opierata si¢ na analizie szeregu przekrojow
(Rysunek 11) z widm 3D (H)CMET(CC)(CA)NH zarejestrowanych z réznymi sekwencjami
mieszania i ocenie s$redniej efektywnosci transferu magnetyzacji dla wszystkich

14 aminokwas6w metylowych w tancuchu polipeptydowym biatka SH3.
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Rysunek 11 Wybrane przekroje z widm 3D (H)CME'(CC)(CA)NH zarejestrowanych z réznymi
sekwencjami mieszania dla biatka U- 2H,3C,'>N-13CH3(Val,Leu,lle)-SH3 (bez linearyzacji taricucha) , w

polu 18.8 T przy predkosci rotacji 94.5 kHz.
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Podobnie jak w przypadku tripeptydu, przeanalizowatem efektywnos$¢ sekwencji mieszajgcych
przy 2 roznych predkosciach rotacji stosowanych typowo z rotorami o $rednicy 1.2-1.3 mm
i rotorami o $rednicy 0.8-0.7 mm. Analogicznie jak dla fMLF, wzrost predkosci rotacji znacznie
poprawia efektywno$¢ wszystkich sekwencji (Rysunek 12). W tym przypadku ponownie
sekwencja DIPSI wydaje si¢ by¢ najlepsza.

" labelling : Vo !
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eULe Y&l 55.5 kHz
T , . . [94.5 kHz
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Rysunek 12 Poréwnanie efektywnosci transferu magnetyzacji Cs; -> Ca dla waliny i leucyny w polu
18.8 T przy 2 réznych (55.5 i 94.5 kHz) predkosciach rotacji dla biatka U- 2H,*3C,**N-3CH3(Val,Leu, lle)-

SH3 w wariancie bez linearyzacji (Leu-Cs,Val-Cs) i z linearyzacja tancucha (Leu-Cs,Val-Cs).

Jak pokazuje Rysunek 12, istotnym czynnikiem ograniczajacym wydajnos$¢ transferu
jest rozgalezienie tancucha bocznego aminokwasu, charakterystyczne dla leucyny i waliny.
W leucynie atom wegla Cy potaczony jest z dwiema grupami metylowymi (C61 i Cd2),
a w walinie analogiczng role ,,wezta” petni CB (do Cyl i Cy2). Przy pelnym znakowaniu
13C taki ,,wezet rozgatezienia” zwicksza liczbe rownolegtych $ciezek *C-13C oraz zageszcza
lokalng sie¢ dipolowa H. W praktyce bedzie to powodowa¢ zmniejszenie efektywnosci
transferu (zweryfikowalem to wczesniej poprzez symulacje numeryczne) oraz nieznaczne
zwiekszenie szerokosci linii *H. W zwiazku z tym, w dalszej cze$ci pracy zastosowano strategie
»linearyzacji” tancucha poprzez odpowiedni dobdr schematu znakowania izotopowego (uzycie
odpowiednego prekursora). Taki zabieg ogranicza liczb¢ bocznych ,,drog” transferu

magnetyzacji, zwigkszajac tym samym czulo$é¢, a dodatkowo rozrzedza lokalng sie¢ 'H
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i zaweza linie, co w efekcie powoduje dalszy wzrost czutosci. Przejécie od uktadu
rozgat¢zionego Leu-Cg,Val-Cs do uktadu liniowego Leu-Cs,Val-Cs4, mimo iz wigze si¢ z 50%
utratg  sygnatu, powoduje dla sekwencji ze skalarnym transferem (TOBSY,
FLOPSY ,DIPSI,WALTZ), ze sumaryczna czuto$¢ jest wyraznie lepsza ze wzglgdu na znaczny
wzrost efektywnos¢ transferu (2-3 krotny wg. symulacji). Z przeprowadzonych analiz mozna
jasno stwierdzi¢, ze najlepszym wyborem sekwencji dla transferu Cs1 -> Ca jest sekwencja
DIPSI uzyta przy mozliwie duzej predkosci rotacji kiedy dodatkowo stosuje sie linearyzacje

tancucha.

Ostatni etap projektu dotyczyt problemu zwigzanego z tym, ze sekwencja 3D moze
nie by¢ wystarczajaca do przypisania zarowno sygnatéw *H jak i 13C wszystkich aminokwaséw
metylowych. Mimo tego, Ze biatko SH3 jest matym biatkiem, to wiele sygnatow 'H i 3C
w zakresie metylowym charakteryzuje si¢ degeneracja przesuni¢é chemicznych. Przez
to jednoznaczne przypisanie niektorych z nich wytgcznie na podstawie eksperymentéw 3D staje
si¢ niemozliwe. Jako rozwigzanie tego problemu zaproponowalem rejestracje¢ widma
4D HC(DIPSI)(CA)NH. Zarejestrowane widmo (Rysunek 13) charakteryzuje si¢ doskonalg
rozdzielczo$cig 1 pozwala rozstrzygna¢ wszystkie ewentualne niejednoznacznosci. Warto
podkresli¢, ze stosujac technike probkowania niejednorodnego NUS (ang. Non-uniform
sampling) wraz ze wspomniang w poprzednim rozdziale technika przyspieszenia relaksacji T1
(PACC), mozliwa jest rejestracja takiego widma w rozsadnym czasie eksperymentalnym rzedu
40h, z zadowalajacym stosunkiem S/N (25+7). Pozwala to oszacowac¢, ze dla duzego (z punktu
widzenia NMR) bialka, zawierajagcego 400 aminokwasOw, rejestracja takiego widma

z podobnym S/N bytaby mozliwa w czasie nieprzekraczajacym tygodnia.

Przedstawiona pogtebiona analiza sekwencji mieszania stosowanych do przypisan grup
metylowych aminokwaséw dostarczyta cennej wiedzy odno$nie istotnych parametréw
eksperymentalnych w tego typu eksperymentach. W szczegdlnosci, zwraca ona uwage
na wartos¢ prowadzenia eksperymentdw z najszybsza dostepna predkoscig rotacji probki.
Wprawdzie prowadzi to do koniecznosci zastosowania mniejszych rotoréw, co zmniejsza ilos$¢
badanej probki, jednak wzrost efektywnosci transferu magnetyzacji jest na tyle znaczacy,

by z nadmiarem skompensowac t¢ strate.
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Rysunek 13 A) Widmo hNH, B) przekroje z widma 4D HC(DIPSI)(CA)NH i C) zakres metylowy widma

hCH zarejestrowane dla U- 2H,*3C,**N-13CH3(Val,Leu,lle)-SH3 (z linearyzacja taficucha).
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3.3.5. Publikacja 4

Ostatnia praca poswigcona zagadnieniom zwigzanym z zastosowaniem NMR
w badaniach uktadow biologicznych ma nieco odmienny charakter niz poprzednie publikacje,
w ktorych gtowny nacisk potozony byt na rozw6j metodologii spektroskopii NMR ciata statego.
W tym przypadku wykorzystalem przede wszystkim wcze$niej zaimplementowane metody do
analizy strukturalnej krystalicznego tetrapeptydu PVPV, krystalizujagcego w dwdch formach
krystalicznych.

Peptyd ten otrzymano klasyczng metoda syntezy w roztworze, a nast¢pnie wytragcono
z mieszaniny reakcyjnej. Tak uzyskana probka charakteryzowata si¢ szerokimi, stabo
rozdzielonymi sygnatami w widmie 3C CP-MAS, co jest typowe dla fazy amorficznej
(Rysunek 14a). Rekrystalizacja formy amorficznej z mieszaniny metanolu i wody (1:1)
prowadzila natomiast do otrzymania probki, dla ktorej sygnaly w widmie 3C CP-MAS byly
wyraznie wezsze 1 dobrze rozdzielone, co wskazywalo na obecno$¢ dobrze uporzadkowanej
formy krystalicznej (Rysunek 14b). Druga forme krystaliczng uzyskano poprzez
przechowywanie probki amorficznej w atmosferze o kontrolowanej wilgotnosci.
Zarejestrowane dla niej widmo !3C CP-MAS charakteryzowalo si¢ znacznie wicksza
ztozonoscig, jednak sygnaly pozostawaty waskie i zasadniczo dobrze rozdzielone, cO
prowadzito do wniosku, ze probka ta stanowi inna, réwniez dobrze uporzadkowang forme

krystaliczng (Rysunek 14c).

(a) Amorphous
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Rysunek 14 Widma 3C CP-MAS zarejestrowane dla réznych form peptydu PVPV a) forma amorficzna,

b) forma tetragonalna, c) forma tréjskosna.
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Dalsza analiza probek z wykorzystaniem technik dyfrakcyjnych (sc-XRD) pozwolita
ustali¢ ich strukture 1 wykazata, ze peptyd ten krystalizuje w dwoch formach: tetragonalnej oraz
trojskosnej. Dla formy tetragonalnej obserwowany byt pojedynczy zestaw sygnatow w widmie
13C CP-MAS (Rysunek 14b), zgodny z obecnoscia jednej czasteczki w asymetrycznej czesci
komorki elementarnej (Z' = 1). Dla formy trojskosnej pojawialy si¢ cztery odrgbne zestawy
sygnatow w widmie 3C CP-MAS (Rysunek 14c), co jednoznacznie wskazywato na obecno$é
czterech niezaleznych czasteczek w asymetrycznej cze$ci komorki elementarnej (Z' = 4).
Wspomniane roznice w liczbie obserwowanych sygnaléw sa szczegdlnie dobrze widoczne

w zakresie karbonylowym.

Mimo ustalenia struktur obu form krystalicznych peptydu PVPV, otwartym problemem
pozostawalo przypisanie sygnalow w widmach ¥C CP-MAS. W przypadku probki
krystalizujagcej w formie tetragonalnej zagadnienie to byto stosunkowo proste i mogto zostaé
rozwigzane w oparciu o teoretycznie obliczone warto$ci przesuni¢¢ chemicznych. Podejscie
takie nie moglo jednak zosta¢ skutecznie zastosowane dla uktadu krystalizujacego w formie
trojskosnej o Z' = 4. W tym przypadku roznice wartoéci przesunieé¢ chemicznych **C pomiedzy
poszczeglOlnymi czgsteczkami w sieci krystalicznej sa niewielkie, co uniemozliwia ich
wiarygodne przypisanie wylacznie na podstawie danych teoretycznych. W praktyce
przypisanie sygnatow w ukladzie o Z' = 4, ktory dodatkowo — ze wzgledu na stosunkowo
symetryczng struktur¢ molekularng (dwie proliny i dwie waliny) — charakteryzuje si¢ waskim
zakresem obserwowanych przesuni¢¢ chemicznych, jest zadaniem w zasadzie niewykonalnym
przy uzyciu prostej korelacji danych eksperymentalnych z wynikami obliczen. Ztozonos¢
problemu przypisan w takim uktadzie jest zblizona do tej, z jaka mamy do czynienia
w przypadku widm biatek, i wymaga zastosowania eksperymentéw typowych dla badan
biomolekut. W omawianej publikacji zdecydowano si¢ zatem na otrzymanie probki w petni
znakowanej izotopowo *C i 1N oraz wykorzystanie serii eksperymentéw 2D i 3D z detekcja
H, rejestrowanych w warunkach bardzo szybkiej rotacji pod katem magicznym (UF-MAS).
Pary eksperymentow 3D hCONH, hCOcaNH oraz hcoCAcoNH i hCANH (Rysunek 15c,d),
a takze eksperyment dedykowany prolinie — 3D hCOnCAH"Y — pozwolity na wykonanie
sekwencyjnych przypisan sygnatéw H, N, Co i CO. Przypisanie pozostatych sygnatow ( CP,

¥ Prolina wystepujgc w $rodku fanicucha peptydowego nie zawiera protondw NH ktére sg wykorzystywane w
wiekszosci eksperymentéw. W takiej sytuacji jesli wcigz stosowana jest detekcja H konieczne jest przejécie na
detekcje HA co wigze sie czesto z nieco gorsza rozdzielczoscig w wymiarze H.
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Cy, C8) wykonano z wykorzystaniem homojadrowego eksperymentu 3C-3C RFDR (Rysunek

15e), umozliwiajacego obserwacje korelacji w obrebie pojedynczej reszty aminokwasowe;.
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Rysunek 15 Wielowymiarowe widma NMR ciata statego wykorzystane do przypisania sygnatow
rezonansowych jednorodnie znakowanego izotopowo peptydu PVPV (33C,>N) w formie tréjskonise;j.
(a, b) Widma hNH przedstawiajagce korelacje H-'°N. (c¢) Dwuwymiarowa projekcja Ca—N
z tréjwymiarowego eksperymentu hcoCAcoNH, (d) Dwuwymiarowa projekcja Ca—N z widma 3D
hCANH, pokazujgca wewnatrzresztowe korelacje Ca—N. (e) Widmo 3C-3C RFDR wykorzystane do

przypisan atoméw wegla w taricuchach bocznych.

Otrzymany zestaw danych pozwalal na przypisanie sygnalow w obrebie
poszczegolnych czasteczek peptydu w strukturze krystalicznej, jednak nie byto mozliwe
okreslenie ktora z czasteczek jest ktora. Rozwigzaniem tego problemu bylto potaczenie obliczen
teoretycznych przesunig¢ chemicznych w oparciu 0 dostgpne dane rentgenograficzne

i skorelowanie ich z danymi eksperymentalnymi. W tej sytuacji dane teoretyczne i dane
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eksperymentalne zawieraja 4 komplety przesunigé¢ chemicznych C i ®NY' dla kazdej
czasteczki tetrapeptydu. Daje to razem 24 mozliwe permutacje danych eksperymentalnych
I teoretycznych. Dla kazdej z tych permutacji policzono RMSD a takze maksymalng r6znice
przesunie¢ chemicznych *C i *N (Rysunek 16).
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Rysunek 16 Analiza statystyczna izotropowych przesunie¢ chemicznych dla trdjskosnej formy
peptydu PVPV o Z' = 4. (a) Wartosci RMSD oraz maksymalne odchylenia pomiedzy przewidywanymi
i eksperymentalnymi przesunieciami chemicznymi *3C i N dla wszystkich 24 mozliwych
przyporzadkowan obliczonych i eksperymentalnie obserwowanych czgsteczek. Dane
uporzadkowano wedtug malejacych btedéw dla >N w kazdej permutacji. (b) Wykresy korelacyjne

poréwnujace eksperymentalne i teoretyczne (GIPAW) izotropowe przesuniecia chemiczne 3C i °N.

Z analizy otrzymanych danych wynika, ze wartosci RMSD migdzy eksperymentalnymi
a teoretycznymi przesunieciami 3C nie s3 dobrym wskaznikiem pozwalajacym na wykonanie
przypisan poszczeg6élnych czasteczek, bo oscylujg dla wszystkich 24 permutacji w granicach
2.5 ppm. Zdecydowanie bardziej miarodajny jest tutaj RMSD dla °N ktéry zmienia si¢ od 7 do
3 ppm. Dobrym parametrem pozwalajacym na przypisanie poszczegdlnych sygnaldw na
widmie do molekut w strukturze krystalicznej jest rowniez poréwnanie maksymalnych réznic
przesunig¢é chemicznych. Obie metody wskazywaly ten sam wariant przypisan jako najbardziej

zgodny z eksperymentem.

Vi A takze 'H, ale dane te nie byty wykorzystane w analizie.
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3.3.6. Publikacje 5-7

Kolejne trzy publikacje, stanowigce podstawe przedstawianego autoreferatu, dotycza
rozwoju technik typu HMQC i ich aplikacji do detekcji trudnych jader i dlatego tez zostang

omowione razem.

Pierwsze dwie prace skupione sg na analizie efektywnosci roéznych schematow
pobudzenia jadra X w eksperymencie 'H-X D-HMQC w warunkach szybkiego wirowania pod
katem magicznym. W Publikacji 5 skupiono si¢ na analizie tej sekwencji w przypadku gdy
jadro X to izotop platyny '*°Pt, jednakze przedstawione analizy i wnioski sa ogdlne i moga by¢
rozszerzone na dowolne jadra o spinie % i duzej anizotropii przesunigcia (np. 1°Sn, 2°7Pb).
Druga omawiana w tym rozdziale praca, Publikacja 6, dotyczy analizy sekwencji
!H-1*N D-HMQC i w ogo6lnoéci wnioski w niej zawarte mogltyby by¢ rozszerzone na inne jadra
o spinie 1 i znaczacym sprzezeniu kwadrupolowym, jednakze w praktyce jedynie jadro N

spetnia ten warunek""'.

N

T
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Rysunek 17 a) Sekwencja *H-X D-HMQC wykorzystujgca sekwencje recouplingowa SR442b) schemat

pobudzenia DANTE synchronizowany z rotacja.

Ze wzgledu na duza warto$¢ anizotropii przesuni¢cia chemicznego (CSA)
lub sprzezenia kwadrupolowego (Cq), nawet przy szybkiej rotacji probki pod katem
magicznym, widmo jader takich jak ®°Pt czy “N sklada si¢ z wielu pasm satelitarnych (ang.
spinning-sidebands), ktoérych zakres moze obejmowac nawet kilka MHz. Znaczaco obniza
to czuto$¢ pomiaru, a na dodatek jednorodne pobudzenie tak szerokiego zakresu spektralnego

jest w zasadzie niemozliwe przy uzyciu klasycznych prostokatnych impulsow. Czgsciowym

Vi pozostate dwa stabilne izotopy o spinie 1 to 2H i 6Li, jednak charakteryzuja sie one znacznie mniejsza
wartoscig sprzezenia kwadrupolowego.
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rozwigzaniem problemu jest zastosowanie sekwencji D-HMQC, w ktorej czas ewolucji ti
synchronizowany jest z rotacja"'. Strategia taka pozwala na zawiniecie linii satelitarnych
do jednego (najlepiej izotropowego) sygnatu, przez co poprawiany jest stosunek sygnatu
do szumu. W przypadku jader o spinie % (np. 1%°Pt) mozliwe jest rowniez zmodyfikowanie
sekwencji D-HMQC do sekwencji aMAT-D-HMQC, ktéra pozwala obserwowa¢ widma
o wigkszej szerokosci spektralnej w wymiarze posrednim. W obydwu sytuacjach istotnym
ograniczeniem jest jednak szeroko$¢ pobudzanego zakresu przy zastosowaniu impulséw
prostokatnych™. Aby rozwiazaé¢ ten problem, w obydwu pracach zbadatem i poréwnatem,
zarowno poprzez symulacje numeryczne w programie SIMPSON jak i eksperymenty, rozne

strategie pobudzenia jadra X stosujac:

o Kirotkie (klasyczne) impulsy RF o duzej mocy i kacie wychylenia 90°,
oznaczone HP (,,hard pulse™);

¢ Impulsy DANTE synchronizowane z rotacja;

o Dlugie selektywne impulsy pobudzajace tylko jedng z linii satelitarnych,
oznaczane dalej jako SLP (,,selective long pulse”);

e Dla jadra *N dodatkowo schemat pobudzenia XiX.

Do teoretycznej analizy efektywnosci sekwencji D-HMQC wykorzystatem symulacje
numeryczne, w ktérych analizowatem roéwnoczesnie wptyw 2 parametréw na pobudzenia jadra
X (3Pt lub ¥*N) przy réznych typach impulséw na kanale X. Przykladowo, w otrzymanych
mapach 2D analizowatem wptyw:

a) Dlugosci impulsu (tp) i jego mocy (vi) przy zadanych wartosciach anizotropii
przesuniecia chemicznego jadra X (©2=0, 300, 600, 900, 1200, 1500, 2250, 3000 kHz).
(Rysunek 18)

b) Mocy impulsu (vi1) i anizotropii przesunigcia chemicznego () przy zatozonej dtugosci
impulsu (tp= 1.25, 2.50, 5.0, 24.0 ps).

c) Dhugosci impulsu (tp) i anizotropii przesunigcia chemicznego () przy zatozonej mocy
impulsu (v1=250, 100, 50, 42 kHz)

d) Offsetu i anizotropii przesuni¢cia chemicznego (Q2) przy wybranej mocy i dlugosci

impulsu.

Vi 0znacza to ze w kazdym kolejnym punkcie t1 czas ten wydtuzany jest doktadnie o jeden okres obrotu rotora
lub jego wielokrotnosé.
* Ograniczenie to zwigzane jest z limitem mocy jakg mozna bezpiecznie dostarczy¢ do sondy.
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Dodatkowo wykonatem m.in. symulacje numeryczne projekcji widm 2D HMQC na posrednio

obserwowang o$ (**°Pt) stosujac rozne schematy pobudzenia (Rysunek 19).

Na podstawie przeprowadzonych symulacji wykazatem, ze przy znacznej anizotropii
przesuniecia chemicznego (warto$¢ Q>600 kHz, co jest wartoscia typowa dla 1%Pt)
najefektywniejszy schemat pobudzenia to ten wykorzystujacy dlugie selektywne impulsy
(SLP), pobudzajace wylacznie jedng z linii satelitarnych.

a)Q=0kHz b) Q= 300 kHz

04

15 15
% bs) Y bs)

Rysunek 18 Symulowana efektywnosé 'H-19Pt D-HMQC w funkcji dtugosci impulsu (t,) i mocy RF (v1)

dla réznych wartosci CSA jadra *5Pt.
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Ponadto wykazatem, ze uzycie synchronizowanych z rotacjg impulséw DANTE w przypadku
19pt pozwala na réwnie efektywne pobudzenie co wykorzystanie impulséw SLP, jednakze
w przypadku uzycia impulséw typu DANTE trzeba z gory zna¢ do$¢ precyzyjnie przesunigcie
chemiczne, ze wzgledu na stosunkowo waski zakres pobudzenia w obrebie jednej linii
satelitarnej. Z drugiej strony, impulsy typy DANTE pozwalaja na pobudzenie linii satelitarnych
w bardzo szerokim zakresie, co jest niezbedne jesli konieczne jest wyznaczenia wartosci
gléwnych skladowych tensora przesunigcia chemicznego. Schematyczne porownanie
efektywnosci roznych schematéw pobudzenia przedstawia Rysunek 19. Z zaprezentowanych
projekcji wyraznie wida¢, ze uzycie impulsow SLP znaczaco zwigksza intensywnos¢
obserwowanych sygnatéw, natomiast uzycie impulsow DANTE pozwala na efektywne
pobudzenie wszystkich satelit obrotowych nawet jesli oddalone sg od linii izotropowej
01 MHz.
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Rysunek 19 Symulowane projekcje na o$ 19°Pt z eksperymentu CT-D-HMQC wykorzysujace a) idealny
nieskoniczenie krotki impuls, b) impuls DANTE synchronizowany z rotacja, c) impuls prostokatny

duzej mocy, d) impuls SLP (zaprezentowano widmo przy 3 réznych offsetach).
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W celu rzetelnej weryfikacji informacji otrzymanych z wykorzystaniem symulacji
numerycznych, wykonatem szereg eksperymentdw pozwalajacych poréwnaé efektywnosc
opracowanych metod, szczegdlnie w przypadku pobudzenia typu SLP. Zgodnie z symulacjami,
eksperymenty wykazaty istotng poprawe pobudzenia wszystkich sidebandOw rotacyjnych,
jezeli do pobudzenia wykorzystano impulsy DANTE zamiast impulsow prostokatnych duzej
mocy, natomiast uzycie impulséw typy SLP znaczaco poprawia stosunek sygnatu do szumu
pobudzajac tylko jedna z linii satelitarnych. Nalezy jednak podkresli¢, ze widma rejestrowane
w szerokim zakresie spektralnym w osi posredniej, czyli bez synchronizacji z rotacja,

charakteryzuja si¢ do$¢ duzym szumem t1 nawet z wykorzystaniem impulsow DANTE.
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Rysunek 20 a) Symulowane i b-d) eksperymentalne projekcje z widma H-'%°Pt CT-D-HMQC
zarejestrowane dla cis-platyny z wykorzystaniem a) idealnego impulsu, b) prostokatnego impulsu

duzej mocy, d) impulsu DANTE synchronizowanego z rotacjg, d) impulsu SLP.

Analogiczne podejscie zarowno w odniesieniu do symulacji, jak i eksperymentow,
zastosowatem w analizie sekwencji D-HMQC, korelujacej jadro 'H i N, przy czym dla

skrocenia czasu obliczen numerycznych w ich przypadku rozwazatem sekwencje J-HMQC.
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Jest to umotywowane tym, ze z punktu widzenia pobudzenia jadra N nie nalezy oczekiwaé
réznic miedzy tymi dwoma sekwencjami. W przypadku H-*N D-HMQC zdecydowanie
najlepsza metoda (szczegodlnie eksperymentalnie) okazata si¢ sekwencja korzystajaca z
impulséw SLP, co przedstawia Rysunek 21. Warto réwniez podkresli¢, ze w przypadku ‘H-
1“N D-HMQC efektywno$é¢ pobudzenia typu SLP w stosunku do innych metod wyraznie ro$nie
wraz ze wzrostem warto$ci sprzezenia kwadrupolowego. W przypadku NH typu amidowego,
o warto$ci Cq=3.2 MHz, pobudzenie takie jest kilka razy bardziej efektywne niz osiggalne

innymi metodami.
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Rysunek 21 Eksperymentalne projekcje na o$ N z korelacji *H-*“N D-HMQC wykorzystujacych rézne
schematy pobudzenia, zarejestrowane dla monohydratu chlorowodorku histydyny (a,b,c) oraz dla

N-acetylo-waliny. Wartosci sprzezenia kwadrupolowego (Cq) pokazano na rysunku.

Nalezy podkreslic, ze w chwili powstawania pracy technika D-HMQC
z zastosowaniem impulséw SLP byla najlepsza metoda detekcji *N lub jader o spinie %5
i duzym CSA (np. 1%Pt) . Technika ta byla wykorzystywana i dalej rozwijana rowniez
w innych zespolach i na jej podstawie opracowano m.in. eksperymenty pozwalajace
wyznaczy¢ zaréwno przesuniecie chemiczne jak i warto$ci CSA %Pt w rozsadnym czasie.
Obecnie, w 2026 roku, szczeg6lnie dla detekcji “N rekomendowalbym jednak
zastosowanie techniki T-HMQC, lub, o ile to tylko mozliwe, zastosowanie technik

wykorzystujacych transfer przez sprzezenie skalarne (J) jak np. *Jiospt-31p.



Autoreferat

Kontynuacjg prac zwigzanych z detekcjg trudnych jader w spektroskopii NMR w ciele
statym jest prezentowana praca (Publikacje 7) dotyczaca jadra '°Rh. Rezonans ®Rh w
roztworze jest dobrze udokumentowanym w literaturze’*™® narzedziem do rozwigzywania
szeregu problemow strukturalnych w chemii metaloorganicznej i koordynacyjnej. Jak do tej
pory zastosowanie tego jadra do analizy probek statych byto bardzo ograniczone, mimo ze jadro
to ma spin % i 100% zawarto$¢ naturalng. Trudnosci w ciatostatowej detekcji **Rh NMR
zwigzane sg z jego bardzo niskim wspoétczynnikiem zyromagnetycznym, a wigc i ekstremalnie
niskg czgstotliwo$cig rezonansowa,” jak i niskimi sprzezeniami dipolowymi oraz spodziewang
duza anizotropia przesunigcia chemicznego, co znacznie utrudnia pomiary widm %©Rh.
Dodatkowo, dla pomiaréw widm o tak niskiej czgstotliwosci potrzebne sg specjalne glowice
pomiarowe pozwalajace pracowaé z tak niska czestotliwoscia®. Nic wiec dziwnego, ze w
literaturze mozna znalezé wylacznie kilka prac dotyczacych rejestracji widm %Rh np.
wykorzystujac polaryzacje skrosng (ang, cross-polarization) w symetrycznych akwa-hydroxy
kompleksach'® lub technike BRAIN-CP, mozliwa do zastosowania w warunkach statycznych'’.
Podejscia te wymagajg zarowno duzej iloSci materiatu, jak i dlugiego czasu akwizycji widm
(od kilkunastu godzin do kilku dni), a na dodatek, w przypadku widm typu BRAIN-CP, nie
pozwalaja na rejestracj¢ widm wysokiej rozdzielczo$ci. Ponadto, obydwie metody ograniczone
sa do uktadow, w ktorych odlegtos¢ *H do 1%Rh jest na tyle mata, ze polaryzacja skrosna bedzie
efektywna. Podjeto rowniez proby detekcji posredniej 1°°Rh przez *H w warunkach szybkiego
MAS na kompleksach wodorkowych, jednak tutaj podobnie istotnym ograniczeniem jest
odlegtos¢ *H-1%°Rh¥". Wszystkie te metody nie nadaja si¢ zasadniczo do rutynowych pomiardw,
szczegOlnie w przypadku kompleksow fosfinowych wykorzystywanych szeroko w katalizie
(42% z prawie 7500 zwiazkéw rodu w bazie krystalograficznej CCSD ma wigzanie Rh-P). Zeby
wyj$¢ naprzeciw tym problemom wykorzystatem doswiadczenie zdobyte przy optymalizacji
sekwencji D-HMQC dla ®*Pt i N i opracowalem wraz z zespotem profesora Aarona
Rosiniego z lowa State University Ames USA efektywne metody oparte o eksperyment
J-HMQC lub J-resolved wykorzysujace detekcje 3P oraz, o ile konieczne jest wyznaczenia
parametrow anizotropii przesuni¢cia chemicznego, wezesniej opisane impulsy typu SLP. Zaleta
takiego podejscia jest to, ze transfer polaryzacji odbywa od 3P do 1®Rh z uzyciem relatywnie

duzych (150-300Hz) statych sprzezenia skalarnego Jaip-10srn co umozliwia tatwa detekcje

X Dla spektrometru pracujacego przy czestotliwosci H réwnej 600.13 MHz czestotliwo$é rezonansowa %Rh to
jedynie 19.12 MHz.

X Nawet typowe sondy pomiarowe ,low gamma” nie pozwalajg na prace z jagdrami o tak niskiej czestotliwosci.
Xi A co za tym idzie stata sprzezenia dipolowego.



Autoreferat

uktadéw, w ktorych niewielkie wartoéci sprzezenia dipolowego *H-'°Rh uniemozliwiaja

uzycie eksperymentéw opartych o transfer tH—1%Rh,

Korzystajac z eksperymentu 3P-1%Rh J-HMQC mozliwa byta rejestracja widm Rh
w czasie rzedu 1-2h na kilku mg prébki kompleksu [(cod)Rh(dppb)]BFs (Rysunek 22)

czy innych komplekséw fosfinowych m.in. katalizatora Wilkinsona.
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Rysunek 22 Widmo 3!'P-1°Rh J-HMQC zarejestrowane dla komopleksu [(cod)Rh(dppb)]BF,

Duza zaletg techniki 3'P-1®Rh J-HMQC lub analogicznego eksperymentu typu
J-resolved jest mozliwo$¢ jego =zastosowania do pomiardw anizotropii przesunigcia
chemicznego Rh, wykorzystujac selektywne pobudzenie satelit obrotowych z uzyciem
impulséw SLP. Podejscie takie pozwala na wyznaczenie parametrow tensora ekranowania w
czasie od kilkudziesigciu minut do kilku godzin, co nawet w najgorszym wypadku, jest o rzad
wielkosci szybsze niz stosujac metody oparte o CP lub BRAIN-CP i mozliwe jest korzystajac
tylko z kilku mg substancji. Korzystajac z tych metod wyznaczono parametry CSA dla
4 komplekséw (Rysunek 23). Otrzymane warto$ci CSA sg w dobrej zgodno$ci z wynikami
obliczen teoretycznych, co pozwala przypuszcza¢ ze bedg bardzo uzyteczne w analizie wielu
uktadow, jak np. katalizatory imobilizowane na podtozu statym (np. krzemionce), gdzie
poznanie pierwszej sfery koordynacji metalu moze by¢ kluczowe dla zrozumienia aktywnosci

katalitycznej czy trwato$ci charakteryzowanych materiatow.
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Rysunek 23 Rekonstrukcja widm 103Rh obrazujacych anizotropie przesuniecia chemicznego,
wykorzystujgca technike J-Resolved lub J-HMQC oraz technike selektywnego pobudzenia satelit

obrotowych.

Warto na koniec podkresli¢, ze technika J-HMQC wydaje si¢ by¢ obecnie
najlepsza metoda do detekcji °*>Rh w kompleksach fosfinowych a takze innych jader
metali o spinie %2 w kompleksach koordynacyjnych (np. 1®Ag czy 83W) o ile wystepuje

tylko wigzanie metal-fosfor.
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3.3.7. Publikacja 8

Ostatnia z prezentowanych prac dotyczy zastosowania techniki HADAMARD
do rejestracji homojadrowych korelacji 2D *C-**C w warunkach szybkiego wirowania pod
katem magicznym. Zwykle stosowane metody rejestracji widm 2D wymagajg zebrania serii
widm 1D i poddaniu jej kolejnym dwom transformatom Fouriera. Metoda taka, mimo ogo6lnosci
I powszechnego stosowania w spektroskopii NMR, ma powazne ograniczenie wynikajace
z koniecznosci zebrania wielu punktéw w wymiarze posrednim, co przektada si¢ na dhugi czas
pomiaru. Jednym z najpopularniejszych sposob6w ominigcia tego problemu jest
zastosowanie probkowania losowego w wymiarze posrednim, a nastepnie wykorzystanie
réznych algorytmow przetwarzania danych, pozwalajacych otrzymaé widma wielowymiarowe.
Metoda taka zostala zastosowana do rejestracji widm 4D przedstawionych w autoreferacie
w rozdziale 3.3.4 Alternatywnie, szczegoOlnie w przypadku widm 2D, mozliwe jest
wykorzystanie selektywnego pobudzenia poszczeg6lnych linii rezonansowych, a nastepnie
rekonstrukcja widma 2D. Wymaga to co prawda znajomo$ci a priori potozen sygnatow,
ale szczegdlnie w przypadku homojadrowych korelacji 3C-13C dla matych czasteczek, nie jest
to istotne ograniczenie. W przypadku zastosowania selektywnych impulsow pobudzajacych
tylko jednag lini¢ rezonansowg (w wymiarze posrednim), otrzymuje si¢ tak naprawde seri¢ widm
1D, bedacych przekrojami z klasycznego widma 2D. Metoda taka jest mozliwa do zastosowania
I wymaga rejestracji m widm 1D, gdzie m to liczba obserwowanych sygnalow. Przy takim
podejsciu niestety stosunek sygnalu do szumu (S/N) nie podlega usrednianiu wraz z m.
Rozwigzaniem tego problemu jest zastosowania techniki kodowania HADAMARD wraz ze
specjalnymi impulsami MSP (ang. MultiSelective Pulses), pobudzajacymi wszystkie linie
rezonansowe, jednak z rézng fazag. W tym przypadku stosuje si¢ seri¢ impulsow MSP n>m,
przy czym n musi by¢ podzielne przez 4. W tym przypadku S/N roénie wraz z Ym. Technika
ta znalazta zastosowanie w spektroskopii NMR w cieczy, jednak jak do tej pory jej aplikacja
w ciele statym byta do$¢ ograniczona. Jedng z przyczyn takiego Stanu rzeczy jest to,
ze w przypadku cial stalych impulsy MSP musza by¢ nie tylko selektywne wobec linii
izotropowej, ale takze wobec satelit obrotowych (ang. spinning sidebands), a zatem sygnaty

izotropowe nie mogg si¢ naktada¢ z zadnymi z satelit obrotowych. Jest to duze ograniczenie

Xi Jast to szczegdlnie uciagzliwe kiedy widmo charakteryzuje sie dobrg czutoscia, ale wymagane jest zebranie
wielu skandw na kazdy punkt posredni. Tak czesto dzieje sie w przypadku ciat statych, ze wzgledu na
koniecznos¢ wyboru Sciezek koherencji przez cykl fazowy, a nie za pomocg gradientéw, jak to ma zwykle
miejsce w cieczy.
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w przypadku rejestracji widm korelacyjnych *C-3C stosujac umiarkowana rotacje probki

rzedu 10-20 kHz, a co wigcej problem ten zwigksza si¢ wraz ze wzrostem pola Bo.

W referowanej pracy postanowitem wyjs$¢ naprzeciw tym problemom i podjatem proby
rejestracji widm 2D wykorzystujac technike HADAMARD potaczong z bardzo szybkim
wirowaniem pod katem magicznym. Przeanalizowalem 3 typowo stosowane homojadrowe
sekwencje impulsowe: RFDR, CHHC oraz zmodyfikowang sekwencje DQ-SQ do sekwencji
z filtrem dwukwantowym (DQF)* (Rysunek 24).
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Rysunek 24 Homojadrowe sekwencje 3C-13C (a-d) SQ-SQ z mieszaniem RFDR: a) sekwencja
konwencjonalna, (b-d) sekwencje umozliwiajgce zastosowanie techniki HADAMARD, korzystajace z
b) impulsu MSP m/2, c) impulsu MSP inwersyjnego m, d) impulsu MSP ogniskujagcego (ang.
Refocusing) m; e) konwencjonalna sekwencja CHHC (CP3), f) sekwencja CHHC z ogniskujgcym
impulsem MSP n, g) konwencjonalna sekwencja z filtrowaniem dwukwantowym (DQF), h)

sekwencja z filtrowaniem dwukwantowym (DQF) z ogniskujgcym impulsem MSP .

Stosujac technike HADAMARD mozliwe jest wykorzystanie przynajmniej 3 typow
selektywnych impulséw MSP: impulsu pobudzajacego o kacie wychylenia n/2, impulsu
inwersyjnego =, oraz impulsu ogniskujacego (ang. refocusing) n. Zgodnie z oczekiwaniami, dla
probki *C,®*N znakowanego chlorowodorku histydyny najefektywniejsze okazaly sie
selektywne impulsy inwersyjne (m.in. dlatego ze impulsy takie sa najkrétsze), co przedstawia
Rysunek 25. Okreslitem rowniez wplyw selektywnosci impulsu na ilos¢ obserwowanych

artefaktow i intensywnos$¢ sygnatow. Co wazne, pokazatem w ten sposob, ze artefakty zwigzane

v \W przypadku sekwencji DQ-SQ wymagana bytaby rejestracja odrebnych m2widm, co nie skracatoby znaczaco

Czasu pomiaru.
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z niewystarczajgca selektywnoscig impulsu beda zawsze w przeciwfazie do rzeczywistych

sygnatdéw, co pozwala na ich tatwe odroznienie.

Zastosowanie techniki HADAMARD wydawalo si¢ szczegdlnie interesujace
do rejestracji krzywych narostu (ang. buildup curves) intensywnosci pikow korelacyjnych w
widmach 2D. Krzywe takie mozna zastosowac¢ do 0szacowania odlegto$ci migdzyatomowych

czy optymalizacji sekwencji.
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Rysunek 25 Poréwnanie efektywnosci réinych schematéw pobudzenia MSP zastosowanych w
sekwencji RFDR: czerwony: impuls MSP 1t/2, niebieski: ogniskujgcy impuls MSP 1, czarny: inwersyjny

impuls MSP nt.

Stosujac technike HADAMARD mozliwe byto zarejestrowanie jednego punktu takiej krzywej
narostu w czasie nieprzekraczajagcym 5 minut, co w przypadku widm rejestrowanych
konwencjonalnymi technikami wymaga czasu pomiaru rz¢du 1 godziny. Jest to bardzo duzy
wzrost (~12x) szybkosci rejestracji takich krzywych i pozwala na znaczne zwigkszenie
ich rozdzielczo$ci. Ostatecznie, uzyteczno$¢ techniki HADAMARD potwierdzitem rejestrujac
widma korelacyjne *C-3C dla w petni znakowanego *C,®°N tripeptydu fMLF, w ktorym
obecne jest 14 dobrze rozdzielonych sygnatow *3C. W tym przypadku mozliwa byla rejestracja
takich widm w czasie ponad 8-krotnie mniejszym niz widma rejestrowane metodami

konwencjonalnymi (Rysunek 26).
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Rysunek 26 Homojadrowe korelacje *C-13C zarejestrowane dla peptydu U-'3C,’°N-fMLF z uzyciem a)

konwencjonalnej sekwencji RFDR oraz b)-d) techniki HADAMARD i sekwencji b) RFDR, c) CHHC, d)

DQF.
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3.3.8. Perspektywy

Obecnie kieruje grantem NCN SONATA pt. ,,Nowoczesna spektroskopia NMR w ciele
stalym jako uniwersalne narzedzie w badaniu nowych czasteczek uzywanych w systemach
wytwarzania energii 1 w aplikacjach farmaceutycznych”. Projekt koncentruje si¢ na dwéch

komplementarnych nurtach badawczych:

a) Rozwdj detekcji *H do precyzyjnych pomiaréw odlegtosci miedzyatomowych

Celem jest opracowanie i walidacja sekwencji impulsowych umozliwiajacych doktadny
pomiar odlegtoéci dla par jader takich jak *H-°F, H-31p, 3'P1°F 13C_19F j innych.
Zamierzam wykorzysta¢ te eksperymenty do krystalografii NMR zwiazkow
farmaceutycznych (API) o ztozonej przestrzeni konformacyjnej, dla ktérych istnieje wiele
energetycznie korzystnych konformacji, co uniemozliwia zastosowanie klasycznych
protokotdw CSP (Crystal Structure Prediction) do okreslenia ich struktury. Modelami w
tych badaniach beda m.in. fostamatynib (inhibitor kinazy tyrozynowej) oraz szereg API
zawierajacych fluor (np. pochodne flunitrazepamu) i/lub fosfor. Planowane jest
oszacowanie restrykcji odleglosciowych z eksperymentow typu REDOR i nastgpnie
sprzegniecie ich z obliczeniami DFT/CSP. Oczekiwanym rezultatem sa: (i) wiarygodne
modele krystaliczne trudnych systemow czasteczkowych, (i1) protokoty ,,best-practice”

mozliwe do wdrozenia w laboratoriach analitycznych przemystu farmaceutycznego.

b) Nowe techniki NMR do analizy struktury perowskitow

Drugi nurt badan w grancie SONATA dotyczy metodologii NMR dla hybrydowych
perowskitow. Planuj¢ opracowaé¢ wielowymiarowe eksperymenty 3D, takie jak
IH-1N-207pp, IH-5N-2Pp oraz H-3C-2"Pb przy szybkiej rotacji MAS z detekcja *H
zapewniajaca Wysoka czutos¢ pomiarow. Zwiekszona rozdzielczosc i lepsze odwzorowanie
korelacji heteronuklearnych umozliwig jednoznaczne rozréznienie domen, defektow
i organizacji warstw w wielowarstwowych perowskitach oraz porOwnanie stanow
krystalicznych i amorficznych. Wyniki te beda istotne dla zrozumienia zalezno$ci

,»struktura—wtasno$ci” w materiatach do konwersji energii.

Poza projektem SONATA kontynuuje¢ badania nad posrednig detekcja jader metali o
niskim wspdlczynniku zyromagnetycznym i spinie %2 (np. 1°Rh, 1®°Ag, 870s, >'Fe, &w).

Skupiam si¢ na implementacji wielokrotnego transferu magnetyzacji, np. schematow typu
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H—31P 18R K (1) —3P—1H (akq., t2), taczacych rozwijane przeze mnie metody detekcji jader
niskoczutych z technikami wieloetapowych transferéw znanych z BioNMR. Takie sekwencje
powinny istotnie poprawi¢ czulo$¢ 1 pozwoli¢ na réwnoczesne wyznaczanie przesuni¢c
chemicznych oraz anizotropii przesuni¢cia chemicznego (CSA), co przelozy si¢ na lepsza
charakterystyke katalizatoréw (np. kompleksow rodowych) immobilizowanych na nosnikach

krzemionkowych lub polimerowych oraz innych materiatow funkcjonalnych.

RoOwnolegle aktywnie rozwijam metodologic BioNMR w ciele statym. Wspdlnie
z dr Janem Stankiem (Uniwersytet Warszawski) implementujemy eksperymenty
3D i 4D z wykorzystaniem sekwencji czterokanatowych (*H, °C, 2H, °N), wykorzystujace
odsprzeganie ?H w celu jednoczesnej poprawy rozdzielczosci i czutosci. Z kolei we wspotpracy
z dr Alonsem Lendsem (Lotewski Instytut Syntezy Organicznej) wdrazam rezonans
YF do badan modyfikowanych bioczasteczek (biatka, cukry), co otwiera droge
do selektywnego znakowania i sondowania mikro-srodowiska funkcjonalnych grup w skali
atomowej.

Lacznie, zaproponowane metody powinny dostarczy¢ ugruntowanej, uniwersalnej
metodologii NMR w ciele statym dla systemow, w ktorych klasyczne podejscia strukturalne
(SCXRD, same CSP) sa niewystarczajace, oraz istotnie poszerzy¢ wachlarz narzedzi
spektroskopii jader trudnych (metale przejsciowe), z bezposrednimi konsekwencjami

dla chemii materiatléw 1 nauk farmaceutycznych.
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3.3.9. Podsumowanie

Przedstawiony cykl osmiu publikacji stanowi spéjny i konsekwentnie realizowany
program badawczy ukierunkowany na rozwoj metod wielowymiarowej spektroskopii NMR
ciala statego, ze szczegdlnym uwzglednieniem warunkow szybkiego 1 bardzo szybkiego
wirowania probek pod katem magicznym (ang. fast/ultrafast MAS). Wspolnym mianownikiem
wszystkich prac jest dgzenie do zwigkszenia uzytecznosci eksperymentow NMR w praktyce

laboratoryjnej: skrocenia czasu akwizycji, poprawy czuto$ci i rozdzielczosci.

Istotnym filarem mojej dziatalno$ci naukowej byt rozwdj metod opartych na pomiarach
sprze¢zen dipolowych "H-X. Zaproponowane i rozwijane przeze mnie eksperymenty z rodziny
CP-VC, w szczegblnosci w potaczeniu z detekcja protonowa, umozliwiaja bezposredni dostep
do informacji o procesach dynamicznych w ciele statym. Wykazatem, ze metody te moga by¢
skutecznie stosowane nie tylko do typowo badanych par jader 'H-3C i H-'*N, lecz rowniez
do innych uktadow spinowych, takich jak np. 'H-3P. Co szczegdlnie istotne, pomiary
te pozwalaja na ilo§ciowa ocen¢ wptywu proceséw dynamicznych na obserwowane sprz¢zenia
dipolowe, a tym samym na opis ruchow lokalnych w krysztalach jonowych oraz
w biomolekutach. Rozszerzenie CP-VC do eksperymentdéw 3D z detekcja 'H umozliwito z kolei
wyznaczanie profili dynamiki wzdhluz tancucha gtownego bialek w sposdéb komplementarny do

klasycznych metod relaksacyjnych, przy jednoczesnym znacznym skrdceniu czasu pomiaru.

Drugim waznym nurtem badan bylo opracowanie i optymalizacja eksperymentéw
wielowymiarowych stuzacych przypisaniom sygnatow w Krystalicznych biatkach.
W szczegblnoséci zaproponowatem nowe sekwencje 3D i 4D umozliwiajace efektywne
przypisania grup metylowych aminokwasow w warunkach bardzo szybkiego MAS.
Przeprowadzona przeze mnie systematyczna analiza réznych schematow mieszania
homojadrowego *C-13C, zarobwno na drodze symulacji numerycznych, jak i weryfikacji
eksperymentalnej, dostarczyta praktycznych wytycznych dotyczacych doboru sekwencji,
predkosci MAS oraz schematéw znakowania izotopowego. Wykazatem, Zze odpowiednie
potfaczenie bardzo szybkiego wirowania, detekcji 'H, linearyzacji tancuchdéw bocznych oraz
technik przyspieszania relaksacji umozliwia rejestracje zlozonych widm 4D w czasie, ktory
pozostaje akceptowalny nawet dla duzych biatek. Wyniki te majg bezposrednie znaczenie dla
badan strukturalnych, dynamiki i oddzialywan w uktadach biologicznych o rosngcej

ztozono$ci.
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Trzecim obszarem, ktory stanowi istotny wktad metodologiczny, jest rozw6j posredniej
detekcji jader ,trudnych”, charakteryzujacych sie niska czutoscia, bardzo szerokimi widmami
lub niekorzystnymi wlasciwosciami relaksacyjnymi. W serii prac poswieconych
eksperymentom typu HMQC przeprowadzitem szczegotowa analiz¢ schematow pobudzenia
jader o duzej anizotropii przesunigcia chemicznego lub znaczacym sprzezeniu
kwadrupolowym, takich jak '*Pt czy '“N. Zaproponowane i zweryfikowane strategie,
wykorzystujace dtugie impulsy selektywne oraz impulsy DANTE, umozliwity istotng poprawe
czutosci i stanowily praktyczny przewodnik dla projektowania tego typu eksperymentow.
Doswiadczenia te staty si¢ rowniez punktem wyjscia do opracowania metod szybkiej rejestracji
widm '®Rh w ciele stalym z wykorzystaniem posredniej detekcji *'P i transferu przez
sprze¢zenia skalarne. Zaproponowane podej$cie znaczaco rozszerza mozliwosci wykorzystania
NMR ciata statego w chemii komplekséw metali przej§ciowych i katalizie, gdzie dotychczas

dostep do informacji strukturalnej byt bardzo ograniczony.

Calos¢ przedstawionego dorobku ma charakter metodologiczny, lecz jest silnie
osadzona w realnych problemach badawczych chemii i biofizyki. Zaproponowane przeze mnie
sekwencje, strategie akwizycji oraz zalecenia dotyczace doboru parametrow
eksperymentalnych zwigkszaja dostgpnos¢ zaawansowanych technik NMR ciata statego dla
szerszego grona uzytkownikow. Istotnym elementem mojej pracy jest rowniez dbato$¢ o to,
aby uzyskiwane parametry — takie jak sprz¢zenia dipolowe, parametry CSA czy wskazniki
dynamiki — byty mozliwe do jednoznacznej interpretacji ilosciowej. Dzigki temu opracowane
metody moga by¢ stosowane zarowno w badaniach biomolekut, jak i w chemii materiatow oraz

chemii metaloorganiczne;j.

Podsumowujac, opracowane metody skracaja czas eksperymentéw, poprawiaja ich
czuto$¢ 1 rozdzielczo$¢ oraz umozliwiajg badanie uktadéw dotychczas trudno dostepnych
eksperymentalnie. Jednocze$nie tworza one spojny zestaw narzedzi, ktory moze by¢ dalej
rozwijany 1 adaptowany do nowych wyzwan badawczych, zwigzanych zaréwno
z dynamicznymi biomolekutami, jak 1 ztozonymi ukladami nieorganicznymi

I metaloorganicznymi.
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4. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnoscia naukowgq realizowana w wiecej niz

jednej uczelni, instytucji naukowej w szczegdlnoSci zagranicznej

1) 11 miesieczny pobyt naukowy (2023-2024) na stanowisku starszego badacza w
grupie Luisa Mafry, na Uniwersytecie Aveiro, Portugalia. Badania skupiaty si¢
na implementacji UF-MAS w badaniach materialow porowatych i ich wyniki bedg
w najblizszym czasie opublikowane w dwoch publikacjach.

2) Wspoélpraca z Uniwersytetem we Fryburgu, Szwajcaria (trzy tygodniowe
wizyty) z zakresu badan farmaceutykéw 1 nowych materiatow
z wykorzystaniem NMR w ciele statym.

3) 52 miesieczny staz podoktorski skoncentrowany na rozwoju nowych metod NMR
w stanie statym w badaniach biatek w grupie dr J. Stanka i prof. W. Kozminskiego
na Uniwersytecie Warszawskim (01.09.2019-30.12.2023). Bezposrednim
efektem wspotpracy sa 4 publikacje.

4) 18 miesi¢czny staz podoktorski ukierunkowany na rozwdj nowych metod NMR
w stanie statym w badaniach materiatéw w grupie prof. J. P. Amoureux i prof. O.
Lafone, Lille, Francja (2018-2019). Projekt finansowany z programu Mobilnos¢
Plus. W czasie odbytego stazu naukowego powstaty 3 publikacje naukowe.

5) Miesieczny pobyt naukowy w grupie prof. J. P. Amoureux i prof. O. Lafone, Lille,
Francja (2016). Projekt finansowany z programu START FNP. Efektem
odbytego stazu bylo nawigzanie wieloletniej wspotpracy z uniwersytetem w Lille

i opublikowanie licznych prac naukowych.

Efektem aktywnosci naukowej w wyzej wymienionych osrodkach akademickich jest tacznie

14 publikacji z moim udziatem.
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5. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych

nauke.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Prowadzenie zaj¢é ,,Zaawansowane techniki spektroskopii NMR” w Szkole
Doktorskiej BioMedChem (1 semestr 2025/2026).

Pelnienie funkcji promotora pomocniczego mgr Eweliny Kuc, doktorantki
Szkoty Doktorskiej BioMedChem (doktorat realizowany w CBMiM PAN
Lodz).

Cztonek lokalnego komitetu naukowego konferencji SMARTER 8, 22-25
Wrzesien 2024, Aveiro, Portugalia.

Cztonek lokalnego komitetu organizacyjnego, PANACEA NMR Third Annual
User Meeting, 25-26 Wrzesien 2024, Aveiro, Portugalia.

Prowadzacy zajgcia praktyczne w trakcie  szkolenia Nuclear Magnetic
Resonance Symposium, 4-5 Maj, 2023 Institute of Science and Technology,
Klosterneuburg, Austria.

Cztonek komitetu organizacyjnego konferencji CEUM NMR 2022 (Central
European NMR Symposium & Bruker users meeting), 21-23 Wrzesien 2022,
Warszawa, Polska.



Autoreferat

6. Inne istotne informacje:

6.1 Inne istotne osiagniecia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora.

Po uzyskaniu stopnia doktora bralem udzial w wielu projektach badawczych, ktorych
rezultatem jest tacznie 36 publikacji naukowych, z ktorych 8 stanowi podstawe niniejszego
autoreferatu. Wszystkie prace opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora to pozycje
0 numerach 1-36 w rozdziale 6.4.

Osiggnigcia 1 publikacje niewchodzace w glowng cze$¢ autoreferatu mozna podzieli¢

na cztery watki tematyczne:

a) Prace spoza glownej czeSci autoreferatu dotyczace NMR-u w ciele stalym w

badaniach biomolekul

Sposrod czterech publikacji w tym obszarze za najistotniejsze uwazam jedng prace
oryginalng oraz jedng prace przegladowa. W pierwszej z nich (publikacja nr 23 w rozdziale 7.4)
zaprezentowano metodg rejestracji szesciu widm korelacyjnych 3D w jednym eksperymencie.
W tej pracy analizowatem efektywno$¢ rownoczesnego transferu *H-°N i 'H-1*C w funkcji
natgzenia pola RF oraz predkosci rotacji. Druga praca (publikacja nr 15 w rozdziale 7.4)
to artykul przegladowy opublikowany w renomowanym czasopismie Chemical Reviews,
w ktorym szczegdtowo opisano mozliwosci i rozwdj metod detekcji *H w bioczasteczkach

na przestrzeni ostatnich 20 lat.

b) Zastosowanie NMR-u i metod CSP (ang. crystal structure prediction) w badaniach

struktury i polimorfizmu lekow oraz kokrysztalow o znaczeniu farmaceutycznym

Badania dotyczyly m.in. apremilastu, furazydyny, meloksykamu i teriflunamidu. We
wszystkich tych pracach rejestrowatem i analizowatem widma NMR, gtéwnie w warunkach
szybkiej rotacji. Za szczegodlnie interesujace uwazam badania opisane w publikacji nr 13 (rozdz.
7.4), dotyczace]j soli teriflunamidu. Wykorzystatem tam szereg technik NMR, m.in. korelacje
1H-13C i *H-15N z detekcja *H, eksperyment 2Na MQ-MAS oraz — rzadko dotad stosowane —
korelacje H-'Li i H-'**Cs (HETCOR) do analizy struktury krysztatéw soli anionu
teriflunamidu z kationami Na*, NH4", Li*, Cs*. Na podstawie zebranych danych potwierdzono

poprawno$¢ struktur uzyskanych metodg dyfrakcji rentgenowskiej (SCXRD) dla soli Na®,
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NH," i Cs*. Szczegolnie istotny byt tu eksperyment 2Na MQ-MAS, ktory pozwolit potwierdzié
wysokie Z’ = 6 dla soli sodowej teriflunamidu. Dodatkowo, dla soli z kationem Li*, dla ktérej
nie udato si¢ uzyska¢ monokrysztatow odpowiedniej jakosci do badan dyfrakcyjnych,
na podstawie widm NMR okreslono obecno$¢ dwoch czasteczek w niezaleznej czgéci komorki
elementarnej (Z° = 2), a korzystajac z korelacji *H-'H i °F-1°F wykluczono, ze otrzymany

materiat jest mieszaning form polimorficznych.
c) Badania perowskitow

Badania prowadzilem we wspolpracy z francuska grupa prof. Manjunathy Reddy’ego
z Uniwersytetu w Lille. W pierwszej pracy (publikacja nr 20 w rozdziale 7.4) analizowatem
dynamike perowskitéw z wykorzystaniem zaproponowanej i rozwijanej przeze mnie techniki
2D CP-VC. Wykazatem, ze dynamika perowskitu (PEA)2Pbls istotnie r6zni si¢ od dynamiki
jego prekursora — jodku fenyloetyloamoniowego. Analizie poddatem takze trzy inne
perowskity, wykorzystujac kinetyke polaryzacji skro$nej. Druga praca (publikacja nr 7
w rozdziale 7.4) dotyczy poréwnawczej analizy chiralnych perowskitow w stanie
krystalicznym i amorficznym; zaimplementowatem w niej techniki odwrotnej detekcji do

rejestracji widm korelacyjnych *H-3C i *H-?°"Pb przy szybkiej rotacji.
d) Badanie proceséw chemicznych zachodzacych w ciele stalym

Badania te dotyczyly m.in. proceséw tautomeryzacji kwasu barbiturowego i katechiny
(publikacja nr 34 w rozdziale 7.4) gdzie zaimplementowalem i wykorzystalem w tym celu
eksperyment 2H-3C zarejestrowany przy naturalnej zawartosci °C. Innymi waznymi
projektami zwigzanymi z procesami chemicznymi w fazie statej sa publikacje dotyczace
analizy mechanizméw reakcji odczynnikow sprzegajacych wykorzystywanych w syntezie
peptydow (publikacja nr 8 i 35 w rozdziale 7.4). W projektach tych wykorzystywatem zaréwno
typowe pomiary 3C i N CP-MAS, jak i bardziej ,,egzotyczne” podejécia korzystajace np.

z widm 13Cs.
e) Inne projekty

Pozostate projekty dotyczyly gloéwnie syntezy 1 analizy strukturalnej peptyddéw oraz

zwigzkow organicznych (np. porfirynoidy, pochodne kwasu abietynowego, ferocenofany) i
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nieorganicznych (interkalaty trojtlenku arsenu), zarowno w roztworze, jak 1 w ciele statym. M¢j

wktad obejmowat rejestracje, analize 1 interpretacje widm NMR oraz dyskusje wynikow.

6.2 Zdobyte granty:

1)

2)

3)

01.10.2024 - obecnie (do 30.09.2027) — Kierownik grantu NCN , Nowoczesna
spektroskopia NMR w ciele stalym jako uniwersalne narzedzie w badaniu nowych
czasteczek uzywanych w systemach wytwarzania energii i w aplikacjach
farmaceutycznych.” SONATA. Kwota: 2 313 900 zt

01.03.2018 - 31.08.2019 — Kierownik grantu MNiSW ,,New methods of acquiring
NMR spectra in solid state of nuclei with large anisotropic interaction.”,
MOBILNOSC PLUS. Kwota: 241 000 zt

20.08.2012 - 19.08.2015 — Kierownik grantu NCN ,,Zastosowanie nowoczesnej
spektroskopii NMR w  badaniach  komplekséw  supramolekularnych
i koordynacyjnych.” PRELUDIUM-2. Kwota: 167 800 PLN

6.3 Nagrody, wyroznienia i stypendia:

1)
2)
3)
4)

5)

6)
7)

8)

9)

2016 — Stypendium Prezesa Polskiej Akademii Nauk dla mtodych naukowcow.
2016 — Stypendium START Fundacji na rzecz Nauki Polskiej.

2015 — Stypendium START Fundacji na rzecz Nauki Polskiej.

2015 — Stypendium firmy HRP w programie ,,Nauka droga do biznesu — program
stypendialny dla doktorantéw z woj. t6dzkiego”, wspotfinansowanym ze srodkéw
UE.

2010 — Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego za wybitne
osiggnigcia w nauce.

2010 — Stypendium Marszatka Wojewodztwa t.odzkiego.

2009 - Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego za wybitne
osiggnigcia w nauce.

2009 — Tytul najlepszego studenta roku 2008/2009 Wydziatu Chemicznego
Politechniki L.odzkie;j.

2008 — Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego za wybitne

osiggni¢cia w nauce.
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10) 2005 — Brgzowy medal na 37. Miedzynarodowej Olimpiadzie Chemicznej
(Tajpej, Tajwan).

11) 2005 — 3. miejsce w 51. Olimpiadzie Chemicznej.

12) 2004 — Laureat 50. Olimpiady Chemicznej.

6.4 Lista wszystkich publikacji z cytowaniami i Impact Factor:

(liczba cytowan podana wedlug bazy Scopus na dzien 04.05.2026; Impact Factor podany
wedlug Journal Citation Reports 2025, tj. IF 2024)

1) Druzbicki, Kacper; Paluch, Piotr; Dolot, Rafal; Bak-Sypien Irena; Kuc, Ewelina;
Jeziorna, Agata; Potrzebowski, Marek J. ,,From Amorphous Bundles to Nanoporous

Peptide Frameworks: Solvent-Driven Self-Assembly of Pro-Val-Pro-Val” (2026)
Biomacromolecules, 27, 549—-566.

DOI: 10.1021/acs.biomac.5c01800 | Liczba cytowan: 0 | IF: 5.5

2) Przemystaw Nowak, Agata Jeziorna, Marcin Oszajca, Piotr Paluch,
Dineshchakravarthy Senthurpandi, Marta K. Dudek. NMR crystallography at 1 GHz:
insight into a rich world of binary forms of meloxicam. Molecular Pharmaceutics 2026,
23, 2638-2658.

DOI: 10.1021/acs.molpharmaceut.5c01739 | Liczba cytowan: 0 | IF: 4.5

3) Atterberry, Benjamin A.; Paluch, Piotr; Lamkins, Andrew R.; Huang, Wenyu;
Rossini, Aaron J., Rapid Acquisition of 103Rh Solid-State NMR Spectra by 31P

Detection and Sideband Selective Methods. Journal of the American Chemical Society,
2025, 147 (17), 14411-14421.

DOI: 10.1021/jacs.5c00784 | Liczba cytowan: 5 | IF: 15.7

4) Jeziorna, Agata; Malinska, Maura; Sugden, Isaac J.; Paluch, Piotr; Dolot, Rafat;
Dudek, Marta Katarzyna, SCXRD, CSP-NMRX and microED in the quest for three
elusive polymorphs of meloxicam. IUCrJ, 2025, 12 (Pt 1), 109-122.

DOI: 10.1107/S2052252524011898 | Liczba cytowan: 3 | IF: 3.6

5) Toleikis, Zigmantas; Paluch, Piotr; Kuc, Ewelina; Petkus, Jana; Sulskis, Darius; Org-

Tago, Mai Liis; Samoson, Ago; Smirnovas, Vytautas; Stanek, Jan; Lends, Alons, Solid-
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state NMR backbone chemical shift assignments of a-synuclein amyloid fibrils at fast
MAS regime. Biomolecular NMR Assignments, 2024, 18 (2), 181-186.
DOI: 10.1007/s12104-024-10186-2 | Liczba cytowan: 1 | IF: 0.6

6) Bak-Sypien, Irena I.; Pawlak, Tomasz; Paluch, Piotr; Wroblewska, Aneta; Dolot,
Rafal; Pawlowicz, Aleksandra; Szczesio, Matgorzata; Wielgus, Ewelina; Kazmierski,
Stawomir; Goérecki, Marcin, Influence of heterochirality on the structure, dynamics,
biological properties of cyclic(PFPF) tetrapeptides obtained by solvent-free ball mill
mechanosynthesis. Scientific Reports, 2024, 14 (1), 12825.

DOI: 10.1038/s41598-024-63552-4 | Liczba cytowan: 1 | IF: 3.9

7) Singh, Akash; Dayton, Damara G.; Ladd, Dylan M.; Reuveni, Guy; Paluch, Piotr;
Montagne, Lionel; Mars, Julian E.; Yaffe, Omer; Toney, Michael F.; Manjunatha
Reddy, G. N., Local Structure in Crystalline, Glass and Melt States of a Hybrid Metal
Halide Perovskite. Journal of the American Chemical Society, 2024, 146 (37), 25656—
25668.

DOI: 10.1021/jacs.4c07411 | Liczba cytowan: 25 | IF: 15.7

8) Wrdblewska, Aneta; Bak-Sypien, Irena I.; Paluch, Piotr; Wielgus, Ewelina; Zajac,
Justyna; Jeziorna, Agata; Kazmierski, Stawomir; Potrzebowski, Marek J., Solvent-Free
Mechanosynthesis of Oligopeptides by Coupling Peptide Segments of Different
Lengths — Elucidating the Role of Cesium Carbonate in Ball Mill Processes. Chemistry
— A European Journal, 2024, 30 (44), e202400177.

DOI: 10.1002/chem.202400177 | Liczba cytowan: 4 | IF: 3.7

9) Rawiak, Karol; Mazur, Maria; Enkhbold, Tsenguun; Sitek, Michat; Kulczyk,
Stanistaw; Paluch, Piotr; Gunka, Piotr A.; Jarzembska, Katarzyna Natalia;
Koszytkowska-Stawinska, Mariola; Buchowicz, Wtodzimierz, [8]Ferrocenophanes
with two nitrogen atoms in bridging positions: Synthesis via olefin metathesis, structure
and solution dynamics. Inorganica Chimica Acta, 2024, 565, 121995.
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