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Cel ¢wiczenia

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR - nuclear magnetic resonance)
jest wszechstronng technika badawcza umozliwiajaca badanie réznorodnych fizycznych i
chemicznych wilasciwosci atoméw i czasteczek chemicznych. Metoda ta jest powszechnie
stosowana do badania struktury i dynamiki czasteczek organicznych w roztworach (solution-state
NMR) i jest druga, po dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego, najczesciej stosowana metoda
wyznaczania struktury przestrzennej makroczasteczek biologicznych. Mozliwos¢ badania
konformacji makroczasteczek w roztworze oznacza, ze stosujac spektroskopie NMR bada¢ mozna
czasteczki nie tworzace krysztaléw, jak wiele peptydow czy matych bialek, a takze tzw. biatka
natywnie nieustrukturyzowane (IDPs - intrinsically disordered proteins), bedacych coraz czestszym
obiektem badan biofizycznych.
Niezaleznie od celu badan (wyznaczenie struktury, badania dynamiki czy wigzania innych
czasteczek chemicznych) pierwszym etapem w badaniach technika NMR jest zazwyczaj uzyskanie
tzw. przypisania sygnatéw (signal assignment), to jest znalezienia dla poszczeg6lnych sygnatow
(peaks) na widmie odpowiadajacych im ukladéw spinowych, tj. grup jader w czasteczce.
Jakiekolwiek btedy w przypisaniu sygnatow moga prowadzi¢ do wyciagniecia btednych wnioskéw
z dalszych badan. Poniewaz wykonanie przypisania sygnalow dla tak duzych czasteczek
chemicznych jak biatka jest zlozonym problemem opracowano bogata metodologie jego
wykonywania oraz opracowano wiele wyspecjalizowanych eksperymentéw. Celem ¢wiczenia jest
zapoznanie sie z tq metodologia przez samodzielne wykonanie przypisania sygnaléw dla matego
globularnego biatka ubikwityny (76 aminokwasow, 8.6 kDa) z zastosowaniem tzw. eksperymentow
potrojnego rezonansu (triple resonance) — wielowymiarowych widm rejestrowanych dla
znakowanych izotopowo (minimum 13C/15N) bialek. Eksperymenty takie stanowia podstawowe

narzedzie wspotczesnej spektroskopii NMR biatek.



Wstep
Podstawy

Teoretyczny opis zjawiska magnetycznego rezonansu jadrowego oraz jednowymiarowej
spektroskopii NMR przedstawiony zostat na wykladzie ,Spektroskopia molekularna” oraz w
zebranej na koncu opisu literaturze. Wielowymiarowe eksperymenty NMR opierajg sie na
precyzyjnym sterowaniu ewolucjg czasowq stanu badanego uktadu i do ich pelnego opisu niezbedne
jest zastosowanie metod mechaniki kwantowej ukladow zlozonych. Dla zrozumienia, jakie
informacje uzyska¢ mozna przez analize zarejestrowanych widm wystarczajacy powinien by¢
jednak uproszczony opis fenomenologiczny. Bedzie on tutaj ograniczony do spektroskopii
impulsowej, w stanie cieklym, jader o spinie %2 i poruszal wylacznie zagadnienia bezposrednio

zwigzane z wykonywanymi w ramach ¢wiczenia eksperymentami.
Kazdemu jadru o spinie ¥ przypisa¢ mozna parametr nazywany przesunieciem chemicznym

8 (liczbe rzeczywistg). Trzeba przy tym pamietac, zZe poszczeg6lne izotopy (wodor-1, wegiel-13...)
majq osobne skale przesunie¢ chemicznych. Uzyskanie z badan NMR informacji o strukturze i
dynamice czasteczek uwarunkowane jest mozliwoScia uzyskania tzw. przypisania przesuniec¢
chemicznych (resonance assignment), czyli okresSlenia przesuniecia chemicznego poszczegélnych
jader danej czasteczki, z doktadnoscig do ich potozenia w jej strukturze chemicznej.

By moc przystapi¢ do przypisywania przesunie¢ chemicznych musimy mie¢ mozliwo$¢
okreSlenia, jakie przesuniecia chemiczne wystepuja w czasteczce. Precyzja pomiaru widm
jednowymiarowych jest skonczona, podobnie jak szerokos¢ obserwowanych na nich sygnatéw. Z
uwagi na to, dla duzych czasteczek, w szczeg6lnosci bialek, na widmach jednowymiarowych
zazwyczaj nie udaje sie wyodrebni¢ sygnalow od poszczegdlnych jader. Rozwigzaniem tego
problemu jest rejestracja widm wielowymiarowych, ktéra przynosi dwa skutki. Po pierwsze sygnaty
na takich widmach pochodza od kilku jader (2 dla widm dwuwymiarowych, 3 dla
trojwymiarowych...) i n-tki (pary, trojki) liczb maja wieksza szanse rézni¢ sie od siebie niz
pojedyncze liczby. Po drugie odpowiednio projektujac eksperyment mozna ograniczyC liczbe
sygnatow na widmie. Dla przykladu na widmie 'H-"N HSQC (Rys. 1) pojawiajg sie wylacznie
sygnaty od grup NH (w jednym wymiarze przesuniecie chemiczne protonu, w drugim azotu), cho¢
na jednowymiarowym widmie protonowym w tym samym obszarze wystepowaC moga sygnaty
zarowno od protondw z grup NH, jak i z pierScieni aromatycznych (np. z grup bocznych
aminokwasow biatka).



0 12 120 115 110

] 00 I
7.8 @ 0 7.8
g ] | 0 0 I
0 0
T
- 1 0 0 0 0% I
N 8.2 . 0 o@ " 0 %g 0 8.2
3 ] L I
| o ' o0
8.4- 0 -8.4
0 I
8.6 — 8.6
130 125 120 115 110

@4 - N (ppm)
Rys. 1 Dwuwymiarowe widmo 'H, *N HSQC biatka ERD14 (185 reszt aminokwasowych).

Obok przesunie¢ chemicznych drugim waznym typem parametrOw sg state sprzezenia
skalarnego J miedzy parami jader. Ich wartosci (w Hercach) sq miarg sity oddzialywania miedzy
spinami, wykorzystywanego m. in. do przeprowadzania eksperymentow wielowymiarowych.
Poniewaz duzy wplyw na wielkosci stalych sprzezenia ma liczba wigzan chemicznych dzielgca
jadra w gornym indeksie umieszcza sie ich odleglo$¢ ('J dla bezposrednio polaczonych jader, °J
miedzy protonami z tej samej grupy CH,...). W przypadku biatek wartosci statych 'J i 2J sg podobne
w kazdym aminokwasie i w znacznej mierze niezalezne od ich pozycji w biatku oraz jego
konformacji przestrzennej. Wartosci statych sprzezen w tancuchu gtéwnym biatka nie zaleza tez od
typu aminokwasu. Typowe wartosci statych sprzezen w tancuchu gtownym biatka przedstawiono na
rysunku 2.
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Rys. 2 Typowe wartosci statych sprzezen (w Hz) przez jedno wigzanie i stalej sprzezenia przez dwa
wigzania “Jx.ca w biatkach. Dla sprzezen przez dwa i wiecej wigzan nie pokazanych na rysunku
wartos¢ bezwzgledna stalej sprzezenia nie przekracza 4 Hz.



Eksperymenty wielowymiarowe
Proste eksperymenty wielowymiarowe opieraja sie na nastepujagcym schemacie: wzbudzane

jest jadro N;, nastepnie wzbudzenie przenoszone jest przez jadra (o spinie ¥2) N, do N, i podlega
detekcji na jadrze N,. Zbior kolejnych jader, przez ktore przenoszone jest wzbudzenie okresla sie
mianem przeplywu koherencji (coherence transfer), a przenoszenie wzbudzenia nazywane jest
przenoszeniem polaryzacji. Projektujac eksperyment NMR mozna wybra¢, dla ktérych sposréd
jader od N; do N, rejestrowane beda przesuniecia chemiczne (dla N, zawsze rejestrowane), to jest
okresli¢c wymiarowo$¢ eksperymentu. Zwiekszanie wymiarowosci eksperymentow, podobnie jak
przedtuzanie Sciezki przyptywu koherencji, zazwyczaj pocigga za soba utrate czutosci wynikowego
widma i wydhluza czas potrzebny na jego rejestracje. Z przyczyn praktycznych jadra N; i N, to
prawie zawsze protony, silnie oddzialujace z zewnetrznym polem magnetycznym. Czas potrzebny
na przeniesienie polaryzacji jest proporcjonalny do odwrotnosci statej sprzezenia miedzy jadrami i z
uwagi na konkurencje z innymi (niepozgadanymi w danymi eksperymencie) przeptywami koherencji
przeniesienia wykonuje sie miedzy parami jader o wysokich (minimum kilka Hz) stalych sprzezenia
J. W praktyce oznacza to pary jader bezposrednio polaczonych wigzaniami chemicznymi. W
przypadku bialek wyjatek stanowi przeniesienie polaryzacji miedzy azotami amidowymi, a
weglami o — state sprzezenie dla pary jader z tej samej reszty aminokwasowej i pary (azot z i-tej
reszty, wegiel a z reszty i-1) majg zblizong wartos¢ (11 i 8 Hz) i wykorzystanie takiego
przeniesienia prowadzi do rozdzielenia sie sygnaléw na widmie, polaczonego z obnizeniem jego

czuto$ci.
Nazewnictwo eksperymentow wielowymiarowych
Najprostszy sposob konstrukcji nazwy wielowymiarowego eksperymentu NMR polega na

zapisaniu symboli kolejnych typow jader, przez ktore przekazywana jest polaryzacja, zaczynajac od
jadra wzbudzanego, a koniczac na jadrze dla ktorego prowadzona jest detekcja sygnatu. W
przypadku biatek gtéwnymi typami jader sa: N (azot amidowy), CA (wegiel o), HA (proton «), CB
(wegiel ), HB (proton (), CO (wegiel karbonylowy) i HN (wod6r amidowy). Fragmenty HNN I
NNH skracane sa do odpowiednio HN i NH. Jezeli dla danego jadra przesuniecie chemiczne nie jest
rejestrowane jego symbol umieszcza sie w nawiasie. W przypadku protonow (analogicznie dla
wegli) o i B czasami rejestruje sie ich przesuniecia chemiczne w jednym wymiarze eksperymentu i
zapis HBHA (odpowiednio CBCA) odpowiada tylko jednemu wymiarowi eksperymentu. Jezeli
przeptyw koherencji ma charakter symetryczny wzgledem Srodkowego jadra (np. 3D (HN)CONH),
to powtarzajacy sie fragment pomija sie (tu: 3D HNCO).

Uklady spinowe i przypisanie przesunie¢ chemicznych



Grupy jader odpowiadajacych poszczegélnym sygnalom na widmach wielowymiarowych
nazywa sie ukladami spinowymi (spin systems). Najprostsza strategia wykonania przypisania
przesunie¢ chemicznych polega na rejestracji pary eksperymentéw w ktorych czasteczka chemiczna
dzielona jest na roztaczne uktady spinowe (przyktad dla 3D HNCO na rysunku 3). Jezeli uklady z
dwoch eksperymentow czesciowo sie nakladaja porownujac odpowiednie przesuniecia chemiczne
mozliwe jest ustalenie kolejnosci wystepowania poszczego6lnych ukladéw spinowych w czasteczce.
Grupy ukladéw spinowych o znanej kolejnosci nazywane sa tancuchami (chains). Jezeli tancuchy te
beda dostatecznie diugie i/lub uzyskamy dodatkowe informacje o uktadach spinowych (np. ze dany
ukiad spinowy odpowiada jadrom z reszty alaniny) powinno to umozliwi¢ przypisanie ukladow
spinowych do grup jader o okreslonym potozeniu w strukturze chemicznej czasteczki.
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Rys. 3 Uklady spinowe (rézne kolory) odpowiadajace poszczegdlnym sygnalom widocznym na
widmie 3D HNCO.

Przeglqd eksperymentow wykorzystanych w ¢wiczeniu
Indeksy na przeptywach koherencji okreslaja wzgledna numeracje reszt aminokwasowych z ktérych

pochodza poszczegolne jadra.
« 'H, PN HSQC

Prostym przykladem eksperymentu wielowymiarowego jest najpowszechniej rejestrowany dla
biatek dwuwymiarowy eksperyment 'H, "N HSQC (heteronuclear single quantum coherence).
Wzbudzane sg tu protony amidowe, polaryzacja przenoszona jest na polaczony z protonem
wigzaniem chemicznym atom azotu, a nastepnie z powrotem na proton, po Cczym rejestrowany jest
sygnat. Kazda reszta aminokwasowa (z wyjatkiem prolin, dla ktorych brak protonéw amidowych i
N-koncowej grupy aminowej, ktora moze da¢ dwa sygnaly) daje jeden sygnal na tym widmie
(dodatkowo pojawiaja sie sygnaly z grup NH lancuchéw bocznych). Z uwagi na powyzsze jest to
podstawowe widmo pozwalajace na okreslenie jakosci probki. Sledzac zmiany polozenia sygnatow
na tym widmie bada sie miedzy innymi stabilno$¢ konformacji biatka (w zaleznosci od temperatury
czy sktadu buforu) czy wiazanie innych czasteczek.

3D HNCO
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Rys. 4 Przeplyw koherencji w eksperymencie 3D HNCO.

Jest to najbardziej czuly sposrod eksperymentow ,,potrdjnego rezonansu”. Z przeptywu koherencji
(rys. 4) wynika, ze dzieli on tancuch gltoéwny biatka na roztaczne ukiady spinowe, z nie wiecej niz
jednym uktadem na reszte aminokwasowa. Z uwagi na brak protonéw amidowych w prolinie uktad
ktéry zawieratby wegiel karbonylowy reszty poprzedzajacej proline i azot proliny nie wystepuje na
widmie.
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Rys. 5 Przeptyw koherencji w eksperymencie 3D HN(CA)CO.

Z uwagi na wykorzystanie przeniesienia polaryzacji N-CA (rys. 5) na widmie pojawiaja sie dwa
zestawy sygnatow — pierwszy taki sam jak na widmie 3D HNCO (sygnaly mozemy znalezZ¢ przez
nalozenie na siebie obu widm), drugi inny. Lacznie z 3D HNCO dla danej pary NH otrzymujemy
informacje o przesunieciach chemicznych wegli karbonylowych zaréwno z wilasnej reszty
aminokwasowej, jak i poprzedzajacej. Sama taka informacja nie wystarcza do ustawienia uktadow
spinowych w tancuchy, ale moze stanowi¢ wazne uzupeknienie informacji z opisanych ponizej

eksperymentéw i/lub umozliwi¢ weryfikacje otrzymanych tancuchow.
3D (HBHA)CBCA(CO)NH
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Rys. 6 Przeplyw koherencji w eksperymencie 3D (HBHA)CBCA(CO)NH.

Na widmach takich wida¢ dwa zestawy sygnatéw, odpowiadajacych tréjkom Cui-Hyir1-Nyis1 i Cpi-

Hyi+1-Nuii. W literaturze czesto nazywa sie ten eksperyment 3D CBCA(CO)NH.
3D (HBHA)CBCANH
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Rys. 7 Przeptyw koherencji w eksperymencie 3D (HBHA)CBCANH.

Jak wynika z przyptywu koherencji (rys. 7) na widmie tym wystapig cztery zestawy sygnatow —
dwa takie same jak na 3D (HBHA)CBCA(CO)NH (mozna je rozpozna przez natozenie widm)
oraz zestawy Cai-Hni-Nui i Cgi-Hni-Nu i. Sygnaly od CB i CA majg na tym widmie przeciwne
znaki. Lacznie z widmem 3D (HBHA)CBCA(CO)NH eksperyment ten dostarcza informacji o
przesunieciach chemicznych wegli a i B z danej reszty aminokwasowej i reszty poprzedzajacej, co
zazwyczaj pozwala na ustawienie uktadéw spinowych w tancuchy. Brak sygnatow od wegli (8 dla
danego uktadu spinowego wraz z wyraZznie nizszymi wartosciami przesunie¢ chemicznych wegli a
pozwala wiasciwie jednoznacznie zidentyfikowac glicyny. Charakterystyczne wartosci przesuniec
chemicznych wegli B pozwalaja zazwyczaj na zidentyfikowanie takze reszt seryny i treoniny oraz
alaniny. Razem z tancuchami ukladéw spinowych moze to wystarczy¢ do wykonania przypisania
przesunie¢ chemicznych. Eksperyment okre$lany jest tez mianem 3D CBCANH.

Przebieg ¢wiczenia

Tydzien pierwszy - rejestracja widm i zapoznanie sie z programami do ich analizy

Dzien 1.
Po zapoznaniu sie ze spektrometrem i zasadami pracy z nim:



1. Probke umiesci¢ w turbince (spinner) i po wySrodkowaniu stupa cieczy na wysokoSci

odpowiadajacej sSrodkowi cewki odbiorczej sondy wprowadzi¢ razem z turbinka do spektrometru.
2. Zestroi¢ kanal protonowy sondy i sprawdzic strojenie kanatow dla azotu i wegla.
3. Wlaczy¢ uklad utrzymujacy stalg wartos¢ pola magnetycznego w czasie (tzw. uklad locku) i

ustawic jego parametry (moc impulsu, wzmocnienie sygnatu, poprawka fazowa).
4. Zwiekszy¢ homogennosc¢ pola magnetycznego wewnatrz probki przez zmiany napie¢ w cewkach

pomocniczych spektrometru (tzw. shimowanie).
5. Przeprowadzi¢ kalibracje impulsu protonowego przez znalezienie czasu trwania impulsu

obracajacego sygnat wody o 360 stopni.
6. Zarejestrowa¢ widmo 2D 1H, 15N HSQC. Ustali¢ poprawki fazowe i zakres spektralny dla

eksperymentow 3D.
7. Zarejestrowac ptaszczyzne 1H-13C eksperymentu 3D HNCO. Okresli¢ zakresy spektralne dla

eksperymentow 3D.
8. PrzygotowacC rejestracje eksperymentu 3D HNCO tak, by zakonczyt sie przed poczatkiem

kolejnego dnia pracowni.

Dzien 2.
1. Zarejestrowac plaszczyzne 13C-1H eksperymentu 3D (HBHA)CBCA(CO)NH. Okresli¢ zakresy

spektralne dla eksperymentow 3D.
2. Przygotowac rejestracje eksperymentu 3D HN(CA)CO tak, by zakonczyla sie przed poczatkiem

kolejnego dnia pracowni.
3. Zarejestrowane widmo 3D HNCO podda¢ transformacji Fouriera i zapisa¢ w formacie programu

Sparky.
4. Zapoznac sie z dziataniem programu do analizy widm wielowymiarowych Sparky.

Dzien 3.

1. Przygotowac rejestracje eksperymentow 3D (HBHA)CBCA(CO)NH i 3D (HBHA)CBCANH
tak, by zakonczyly sie przed poczatkiem kolejnego dnia pracowni. Uwzgledni¢ nalezy dostepny
czas pracy aparatury i wymogi co do rozdzielczosci i czuloSci eksperymentow.

2. Zarejestrowane widmo 3D HN(CA)CO podda¢ transformacji Fouriera i zapisa¢ w formacie
programu Sparky.

3. Zapoznac sie z praktyka pracy z kilkoma powigzanymi widmami w programie Sparky.

4. Zapoznac sie ze sposobem tworzenia dwuwymiarowych wycinkéw widm wysokowymiarowych
(strip plots) oraz wykorzystywania ich do ustawienia ukladéw spinowych w tancuchy w programie

Sparky.
Tydzien drugi - Wykonanie przypisania przesunie¢ chemicznych oraz przygotowanie opisu.

Dzien 4.

1. Zarejestrowane widma podda¢ transformacji Fouriera i zapisa¢ w formacie programu Sparky.
Korzystajac z programu Sparky:

2. Przygotowac liste uktadow spinowych (N-H) na podstawie widma 3D HNCO.

3. Korzystajac z powyzszej listy znalez¢ sygnaly na widmach 3D HN(CA)CO, 3D
(HBHA)CBCA(CO)NH i 3D (HBHA)CBCANH. Ogladajac odpowiednie wycinki widm sprawdzi¢
czy lista sygnalow nie zawiera btedow.

4. Ustali¢ typy aminokwasow (dok}adnie lub co do grupy) dla poszczegolnych uktadow spinowych

korzystajac z informacji a przesunieciach chemicznych wegli alfa i beta.



Dzien 5.
1. Wykonac¢ ustawienie sekwencyjne dla jak najwiekszej liczby ukladow spinowych metodg strip-
plot z wykorzystaniem widm 3D (HBHA)CBCA(CO)NH i 3D (HBHA)CBCANH. W przypadkach

watpliwych skorzysta¢ dodatkowo z widm 3D HNCO i 3D HN(CA)CO.
2. Wykona¢ przypisanie uktadow spinowych do konkretnych pozycji w tancuchu aminokwasowym

na podstawie tancuchéw uktadéw spinowych i informacji o typach aminokwasow.
3. Uzupehi¢ brakujace przypisania przez analize informacji o nieprzypisanych uktadach spinowych

i resztach aminokwasowych, dla ktorych nie przypisano ukladow spinowych.

Dzien 6.
1. Napisac¢/dokorniczy¢ raport z ¢wiczenia.

Raport z wykonanego ¢wiczenia

Opis koncowy powinien mie¢ uklad typowy dla raportu z badan doswiadczalnych, w

szczegolnosci zawiera¢ winien:
* streszczenie,

» krotki wstep teoretyczny,

* opis wykorzystanej aparatury, badanego biatka oraz przeprowadzonych eksperymentéw
(liczby punktéw, szerokosci spektralne) i sposobu przetwarzania danych (funkcje wazace),

* opracowanie uzyskanych danych, ktére zawiera¢ powinno informacje o tym, jakie
przesuniecia chemiczne (typ, ilos¢) udalo sie przypisac¢ i ewentualnie o nieprzypisanych
przesunieciach z komentarzem, co do mozliwych przyczyn braku przypisan i sposobu, w
jaki mozna by je uzyska¢. W pracy znalez¢ sie powinna ilustracja widma 'H, N HSQC z
naniesionymi przypisaniami. Nalezy skomentowac przydatno$¢ poszczegdlnych widm dla
procesu przypisania sygnatéw (czy wystepowato nakladanie sie sygnatéw, czy pochodzace z
nich informacje wystarczaly do wykonania przypisania, czy niezbedne byto wykorzystanie
wszystkich widm...). Okresli¢, czy informacje z r6znych widm byly ze soba spojne oraz czy
przypisane przesuniecia chemiczne odbiegaja od wartosci typowych dla poszczeg6lnych
typOw aminokwasow.

Kolokwium wstepne

Przystapienie do wykonywania ¢wiczenia uwarunkowane jest zaliczeniem kolokwium wstepnego,
przeprowadzonego w formie okreslonej przez osobe prowadzaca ¢wiczenie. Osoby przystepujace
do ¢wiczenia powinny zapoznac sie z podang na koncu niniejszego opisu literaturg. Na kolokwium
pojawic sie moga nastepujace zagadnienia:

* Izotopy o spinie ¥ (w stanie podstawowym) waznych biologicznie pierwiastkdw oraz ich
abundancja naturalna.

 Spiny w (zewnetrznym) polu magnetycznym. Zjawisko rezonansu magnetycznego,
wspotczynnik zyromagnetyczny.

* Ekranowanie jader i pole efektywne. Definicja przesuniecia chemicznego 6 i powod
wprowadzenia tej wielkosci.

* (Oddzialywania miedzy spinami w czgsteczce. Stala sprzezenia J. Struktura subtelna widm i



multiplety.

» JakoSciowy opis czynnikow wplywajacych na wyglad widma NMR na przykladzie prostego
zwiazku organicznego (np. etanol).

* Pojecie transformaty Fouriera i jej wykorzystanie w spektroskopii NMR.

* Powody dla ktérych rejestruje sie widma dwu(i wiecej)wymiarowe. Informacje dostarczane
przez widma korelacyjne (np. COSY) i oparte o efekt Overhausera (NOESY).

e Struktura chemiczna biatek, ogélne informacje o budowie poszczegblnych aminokwasow.
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* Podrozdziaty 3.7 6.2 z
David Sheehan Physical Biochemistry. Principles and Applications. Second Edition. Wiley-
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impulsy - nie jest istotny) z
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Rozdziat J3 z

Igor N. Serdyuk, Nathan R. Zaccai i Joseph Zaccai, Methods in Molecular Biophysics.
Structure, Dynamics, Function, Cambridge University Press, 2007

(Opis wykorzystania spektroskopii NMR do badania struktury i dynamiki biatek i kwaséw
nukleinowych)

Kazimierczuk, K., Misiak, M., Stanek, J., Zawadzka-Kazimierczuk, A. i Kozminski, W.
(2012). Generalized Fourier transform for non-uniform sampled data. W Novel Sampling
Approaches in Higher Dimensional NMR (strony 79-124). Springer Berlin Heidelberg.
(Glownie przetwarzanie danych, czyli od zmierzonego sygnatu do widma. Takze prezentacja
sposobu uzyskiwania widm o wysokiej wymiarowosci i/lub rozdzielczosci przez
zastosowanie probkowania niejednorodnego.)

James Keeler, Understanding NMR Spectroscopy Wiley, 2013

(Dosc¢ przystepny opis teorii spektroskopii NMR na poziomie podstawowym, trzeba jednak
uwaza¢ na odmienne niz przyjete w fizyce wykorzystanie terminologii z zakresu mechaniki
kwantowej - w szczeg6lnosci pojec stanu czystego i mieszanego oraz macierzy gestosci i
zredukowanej macierzy gestosci.)



