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Ocena rozprawy doktorskiej Pana mgra Piotra Surynta
pt. "Synteza i wiasciwosci analogow trimetylokapu

znakowanych fluorescencyjnymi molekularnymi rotorami"

Zaawansowane harzedzia molekularne staty sie chlebem powszednim wspétczesnej nauki, sg
one niezbedne aby zrozumie¢ ztozone procesy biologiczne zachodzace na poziomie komorkowym.
Jednym z kluczowych wyzwan w biologii molekularnej i w biofizyce jest precyzyjne $ledzenie oraz
charakterystyka oddziatywan biatko-ligand, ktére odgrywajg fundamentalng role w regulacji procesow
zyciowych. Badania przedstawione w niniejszej pracy wpisujg sie w ten nurt, oferujgc nowe narzedzia
do analizy interakcji snurportyny — biatka zaangazowanego w transport i rozpoznawanie kapowanych

RNA — z syntetyzowanymi analogami kapu znakowanymi fluorescencyijnie.

Znaczenie tych badan polega nie tylko na opracowaniu wysokospecyficznych sond
molekularnych, ale takze na stworzeniu narzedzi pozwalajacych na badanie dynamiki i lokalizacji
snurportyny w warunkach komodrkowych. Dzieki wykorzystaniu Fluorescencyjnych Molekularnych
Rotorow (FMR), ktére wykazujg specyficzng charakterystyke emisji fluorescencji na wigzanie z biatkiem,
mozliwe stato sie uzyskanie informacji zarébwno o powinowactwie, jak i specyficznoéci tych interakcji
w czasie rzeczywistym. Tego rodzaju podejscie znaczaco rozszerza mozliwosci badawcze w zakresie
biofizyki molekularnej, biologii komorki w obszarze zwigzanym z funkcjonowaniem tych zwigzkow,
a takze moze miec¢ potencjalne zastosowanie w diagnostyce i terapii choréb np. takich jak dystrofie

miesniowe.

Dodatkowo zaproponowane w pracy rozwigzania umozliwiajg systematyczne badanie wptywu
modyfikacji chemicznych na aktywnos¢ biologiczng i specyficznosé ligandéw, co moze pomoc
w ukierunkowanym projektowaniu lekéw. Wstepne badania przeprowadzone na zywych komérkach
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stanowig krok w strone wdrozenia tych wynikow i otwierajg nowe perspektywy w precyzyjniejszym

monitorowaniu proceséw komdrkowych.

W swietle powyzszego, przedstawione badania majg istotne znaczenie nie tylko dla poszerzenia
wiedzy na temat mechanizméw molekularnych transportu RNA, lecz takze dla rozwoju precyzyjnych
metod analizy i obrazowania biologii komdrki, co czyni je cennym, interdyscyplinarnym wkfadem
w rozwoj nauki, a w szczegolnosci nauk przyrodniczych i medycznych. Z tej perspektywy rozprawa
doktorska Pana mgra Piotra Surynta jest opracowaniem interesujgcym i waznym.

Przedstawione przez Doktoranta badania istotnie przesuwajg granice nauki i przyczyniajg sie
do rozwoju nowych metod badania interakcji biatko-ligand, dostarczajg szczegdtowych informacji
0 wigzaniu snurportyny do analogéw kapu, identyfikujg obiecujgce sondy fluorescencyjne do dalszych
badan biologicznych i otwierajg nowe mozliwosci w zrozumieniu roli snurportyny w procesach
komérkowych i patogenezie choréb. Przedstawione w pracy doktorskiej badania dotyczg przede
wszystkim syntezy i charakterystyki analogéw kapu trimetyloguanozyny (TMG) oraz ich potgczen
z fluorescencyjnymi rotorami molekularnymi (FMR). Celem zaprezentowanych badan byto opracowanie
nowych narzedzi molekularnych do badania interakcji z snurportyng, biatkiem zaangazowanym
w transport RNA do jgdra komérkowego. Autor w swojej pracy opisuje metody syntezy tych zwigzkéw,
analizuje ich wiasciwoséci fizykochemiczne i spektralne, a takze bada ich oddziatywania ze snurportyng
zaréwno in vitro jak rowniez w komédrkach. W mojej ocenie praca ma duze znaczenie praktyczne
zwigzane z wykazaniem istotnego potencjatu tych sond fluorescencyjnych do monitorowania proceséw

komérkowych, w ktérych bierze udziat snurportyna.

Praca doktorska zostata przygotowana pod kierunkiem prof. dra hab. Jacka Jemielitego
w Centrum Nowych Technologii oraz Zakfadzie Biofizyki Instytutu Fizyki Doswiadczalnej Wydziatu
Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego. Jednostka badawcza, w ktérej przygotowana zostata rozprawa,
jest renomowanym o$rodkiem, w ktérym od wielu lat prowadzone sg badania na absolutnie Swiatowym
poziomie (gratuluje zespotowi Pana Profesora publikacji w Nature z 16 kwietnia 2025r.).
W przedstawionej pracy doktorskiej znakomicie widaé wykorzystanie przez Autora potencjatu
badawczego jednostki macierzystej i oferowanych przez nig zasobow zwigzanych z zapleczem

aparaturowym i do$wiadczeniem kadry.

Doktorant zdobywat doswiadczenie nie tylko w ramach prac badawczych w grupie Profesora
Jemielitego, ale réwniez w trakcie praktyk i pracy w firmach: Adamed Pharma, Mabion SA, Narodowym
Instytucie Onkologii czy Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN oraz Polytechnic
Institute of Braganca w Portugalii. Rezultaty prowadzonych przez Doktoranta badan ukazaty sie w dwu
publikacjach naukowych, stanowigcych podstawowy wkiad do recenzowanej rozprawy doktorskiej,
a takze w jednej oryginalnej pracy badawczej nie zwigzanej bezposrednio w pracg doktorskg (kolejna

publikacja jest w recenzji). Artykuly te opublikowane zostaly w dobrych, miedzynarodowych



czasopismach o wskaznikach wptywu odpowiednio: Organic and Biomolecular Chemistry - IF: 2,9;
Journal of Organic Chemistry - |F: 3,2 i Frontiers in Oncology, Section: Breast Cancer - IF: 4,0. W jednej

z nich Doktorant jest pierwszym autorem.

Rozprawa zostata zredagowana w jezyku polskim na 229 stronach i podzielona jest na piec
zasadniczych czesci. Cze$é wstepng, gdzie zarysowany jest ksztatt rozprawy, zamieszczony jest
abstrakt w jezyku angielskim (brak wyodrebnionego streszczenia w jezyku polskim, cho¢ jego role petni
cze$¢ zatytutowana jako 1. Wstep) oraz wymienione sg szczegdétowo i precyzyjnie cele jakie postawit
sobie Autor przed podjeciem badan w ramach doktoratu. Cze$¢ druga to przeglad literatury opisujgcy
stan badan w obszarze zainteresowan Doktoranta dotyczgcych kompleksow biatko-ligand i sond
molekularnych w tym m.in. omowienie biosyntezy i roli w komoérkach trimetylokapu czy szlaki jego
degradacji oraz enzymy dekapujgce; znajduje sie tu tez analiza funkcji snurportyny oraz jej oddziatywan
z TMG kapem czy innymi biatkami oraz genami. Autor opisuje w tej czesci nie tylko czysto biologiczne,
ale przede wszystkim, bardzo istotne, kliniczne znaczenie snurportyny. Te czes¢ pracy konczy opis
fluorescencyjnych rotoréw molekularnych, ich wtasciwosci oraz mozliwosci szerokiego zastosowania
tych zwigzkéw w badaniach: od czysto biofizycznych, przez biologie komérki az do modeli zwierzecych.
Kolejna czeé¢ to badania wlasne Autora, ktora to cze$¢ podzielona jest na dwanascie podrozdziatow,
a te na kolejnych kilkadziesigt szczegdtowych podpunktéw. Czwarty fragment pracy Autor zatytutowat

Czesc¢ eksperymentalna (ponad 70 stron) i sg to w zasadzie Materialy i metody, gdzie poza omoéwieniem
parametrow stosowanych technik badawczych takich jak np. spektrometria mas, techniki
chromatograficzne czy NMR na ponad 60 stronach znalazly sie opisy syntez chemicznych (moim
zdaniem w doktoracie z nauk fizycznych, mozna bytoby umiesci¢ je w Aneksie). Metodyce badan
fizykochemicznych, biofizycznych i spektroskopowych Autor poswiecit kilka ostatnich stron. Ostatnia
czesci pracy to Podsumowanie gdzie w sposob bardzo zwarty i syntetyczny Doktorant omawia stopien
realizacji celow projektu doktorskiego, znajduja sie tu wypunktowane najwazniejsze wyniki i wynikajgce
z nich wnioski. Zasadniczg cze$¢ rozprawy poprzedza spis tresci (w mojej opinii nadmiernie
szczegbtowy) oraz bardzo dobrze przygotowany wykaz skrétow i akroniméw. Prace zamyka obszerna,
bo ztozona z ok. 280 pozycji Bibliografia. Jest tu jedynie niewielka liczba prac sprzed roku 2000,
a sposrod nich czesc¢ to klasyczne prace historyczne np. poz. 234 z 1868 r. czy poz. 263 z 1967 r.
Wiekszos¢ cytowanej literatury to prace wspoitczesne, prezentujgce aktualny stan wiedzy naukowej
(ok. 15% to prace nie starsze niz 5 lat!). W zasadzie wszystkie cytacje sg to odniesienia do literatury
fachowej, w wiekszosci do artykutdéw naukowych z uznanych i liczgcych sie czasopism. Wykorzystanie
cytowanego pismiennictwa $wiadczy o umiejetnosci korzystania z literatury naukowej i dobrej orientac;ji

w tematyce prowadzonych badan.

W przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej zabrakto mi wyodrebnionej dyskusji
uzyskanych w pracy wynikéw, w obecnym ksztafcie praca prezentuje krok po kroku kolejne etapy prac

badawczych, przedstawia analize wynikéw uzyskanych na danym etapie i motywacje do podjecia
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kolejnych badan. W ten sposdb dobrze $ledzi sie prowadzone przez Autora badania i obserwuje jak
realizowane sg kolejne cele pracy, ale trudno jest dostrzec szerszy kontekst przeprowadzonych badan
i ich znaczenie. Waznym elementem rozprawy sg zazwyczaj rowniez perspektywy kontynuacji badan,
czy analiza mozliwosci wykorzystania wynikéw pracy doktorskiej w przysztosci. W odniesieniu
do niniejszej pracy, takze w tym wzgledzie odczuwam niedosyt. Kolejng trudnoscig w ocenie naukowej
sylwetki Doktoranta jest brak zestawienia dotychczasowej aktywnosci Autora, w tym udziat w projektach
badawczych (informacja o finasowaniu badan z projektu Sonata jest ukryta maym drucziem Na stronie 3),
konferencjach, warsztatach, wymianach, szkoleniach czy dziataniach popularyzatorskich Iub
dydaktycznych. Podczas obrony prositbym o przedstawienie zaréwno perspektyw kontynuacji badan

jak i naukowego CV Autora.

Wstep literaturowy stanowi wprowadzenie do tematu i jednoczesnie jasno definiuje motywacje
Autora. Doktorant w sposéb klarowny, dosy¢ zwiezly, dobrze zilustrowany graficznie omawia
najwazniejsze zagadnienia zwigzane z tematem rozprawy doktorskiej. Ta czesé pracy daje czytelnikowi
dobry wglad w metodyke prac badawczych realizowanych przez Autora i stanowi znakomitg podstawe
dla dalszych rozwazan naukowych przedstawionych w rozprawie. W trakcie omawiania poszczegolnych
zagadnien Autor nie tylko precyzyjnie je opisuje, odnoszac sie do istniejgcych doniesieh naukowych,
ale tez trafnie akcentuje wazne aspekty, ktore sg istotne w kontekscie badan prezentowanych w dalszej
czeéci pracy. Ta czes¢ rozprawy Swiadczy o duzej wiedzy Autora, a takze o tym, ze ma on swiadomo$¢

rozlegtosci poruszanych probleméw.

Wyniki zaprezentowane w czesci dotyczacej badan wtasnych tworzg zwartg catos¢ uktadajaca
sie w logiczng i oryginalng historie pokazujgcg prace nad syntezg licznej biblioteki zwigzkéw (19 TMG
kapow, 42 koniugatow TMG kapu z FMR, 22 koniugatéw z FMR bez TMG kapu) i dalszg ich analiza
pod wzgledem wtasciwosci i mozliwosci wykorzystania w innych badaniach czy zastosowaniach
np. medycznych. Jestem pod duzym wrazeniem jakosci tych badan i uzyskanych wynikéw, ktére zostaty
opisane w pracy. Sg to bardzo rzetelnie prowadzone, a zarazem zmudne badania, w ktérych wybér
metodologii, zastosowane techniki syntezy, procedury i sposob analizy a takze prezentacji danych oraz
dyskusja wynikdw i wnioskowanie sg na wysokim poziomie. To co cieszy mnie jako naukowca, sprawito
trudnosc recenzentowi. W dobrej pracy trudno znalez¢ niedoskonatosci. Na wiekszos¢ pytan, ktére
nasuwaty misie podczas czytania rozprawy znalaztem odpowiedzi w tresci artykutéw oryginalnych
i dotgczonych do nich danych uzupetniajgcych (Supplementary information). Sposréd tych, ktore
pozostaty chciatbym poprosi¢ o odpowiedz lub komentarz na ponizsze:

1. Jak wyznaczono wielko$¢ objetosci konfokalnej, ktéra jest niezbedna do kalibracji w pomiarach
FCS? Czy Autor jest w stanie oszacowac jak duzy wptyw na wartosci wyznaczonych wspotczynnikow
dyfuzji ma niepewnos¢ okreslenia wielkosci ogniska konfokalnego?

2. W pracy przedstawione sg obrazy czaséw zycia fluorescencji FLIM dla wybranych koniugatow
(strona 131). Czy prowadzone byly szerzej zakrojone badania w tym zakresie, a moze sg one



zaplanowane? Czy byfa prowadzona szczegétowa analiza histograméw czaséw zycia fluorescenciji
tych obrazéw? Jesli tak, jakie sg wyniki tych analiz.

3. W obrazowaniu FLIM wykorzystano swiatto laserowe o dtugosci fali 485 nm. Czym byt podyktowany
dobér takiej dtugosci fali swiatta wzbudzajgcego?

4. Prosze o zaprezentowanie krzywych FCS i krétkie opisanie jak wspétczynniki dyfuzji zmierzono,
a jak obliczono dla przyktadowych zwigzkéw w komorkach HelLa. Dlaczego w tych pomiarach wazne
jest uwzglednienie obecnosci stanow trypletowych?

5. W niniejszej pracy doktorskiej jednym z gtéwnych bohateréw sg fluorescencyjne rotory molekularne
(FMR) i proces TICT (Twisted Intramolecular Charge Transfer). W czgsteczkowych uktadach donor-
akceptor mozemy mie¢ do czynienia z réwniez z rezonansowym transferem energii Forstera (FRET),
czy dexterowskim transferem energii (DET - Dexter Energy Transfer). Czym roznig sie te procesy,
jakie sa warunki do ich zaistnienia? Jakie muszg by¢ spetnione warunki aby uktad moégt dziata¢ jako
FMR?

6. Istotna czes¢ badan zaprezentowanych w rozprawie doktorskiej, jak réwniez publikacje naukowe
Autora, w mojej ocenie, nie pozostawiajg watpliwosci, ze mozna przyzna¢ mu stopien naukowy
doktora nauk fizycznych. Jednak w zwigzku z tym, ze wg recenzenta, praca doktorska zostata
zdominowana przez watki zwigzane m.in. z syntezami chemicznymi chciatbym aby podczas obrony
Doktorant wydobyt aspekty i zagadnienia, ktore jednoznacznie pokazujg przynaleznosé¢ tej pracy do
dyscypliny: nauki fizyczne.

7. Charakteryzujgc FMR Autor wskazuje, ze charakteryzujg sie one diugimi czasami zycia fluorescencji.
Jak diugie sa to czasy, jak bardzo rézniag sie one pomiedzy badanymi FMR? W pracy szczeg6towo
przeanalizowano potozenia pasm absorpcji, emisji i wzbudzenia oraz zmiany intensywno$ci
fluorescencji? Czy zdaniem Autora czasy zycia fluorescencji FMR mogtyby by¢ dodatkowym
parametrem stuzgcym do analizy oddziatywan biatko-ligand?

8. Na czym polegata normalizacja intensywnosci fluorescencji, ktérg zastosowano w odniesieniu
do wszystkich punktéw zamieszczonych np. na wykresach na stronie 79, 81 czy 847

Na podkreslenie zastuguje wysoki poziom edytorski rozprawy. Praca jest estetyczna, wszystkie
grafiki, rysunki, ryciny i schematy sg staranne, informatywne i opracowane z dbato$cig o jakos¢ odbioru.
Zamieszczone grafiki znacznie pomagajg czytelnikowi w zrozumieniu prezentowanych zagadnien.
Bardzo dobre sg tabele podsumowujgce czesciowe wyniki (np. Tab. 9 czy Tab. 14). Praca napisana jest
dobrym i precyzyjnym jezykiem, ktorym Autor sprawnie opisuje skomplikowane zagadnienia. Do pracy
mam jedynie kilka uwag edytorskich:

1. Autor korzystat z narzedzia do automatycznego dzielenia wyrazoéw, ktére nie zawsze zadziatato zgodnie
z oczekiwaniami (np. w spisie tresci, w I11.7.4; na stronie 69: ,intensyw-nosci”; na stronie 13: ,rozmia-rach”).

Streszczenie w jezyku angielskim (strona 14) powinno by¢ zatytutowane ,Abstract’, a nie ,Abstrakt”.

Nie jest dla mnie jasny podziat pracy i towarzyszaca jej numeracja czesciowo arabska, czesciowo rzymska
(1,2,3 adalejl, II, III, IV, V).

4. W pracy gdzie wielokrotnie w oznaczeniach zwigzkéw chemicznych uzywa sie liczb w indeksie gérnym
(np. m’G kapu) wybor stylu odno$nikow do literatury réwniez jako indeksoéw gornych nie jest wygodny dla
czytelnika.



5. Na rysunkach z widmami (np. 11.30, 11.31, 1l. 32) zaznaczono linie przerywane oraz zamieszczono strzatki.
Nie opisano jednak w tekscie ich znaczenia. W mojej opinii oznaczenia te, bez odpowiedniego opisu nie
spetniaja roli zgodnej z intencjg Autora.

6. Od strony 77 numery odnos$nikédw do rysunkéw a numery wiasciwych rysunkdédw nie zgadzajg sie.
Z kolejnymi stronami te rozbiezno$ci zwiekszaja sie (np. na stronie 131 w podpisie powinien by¢ nr 11.103
ajest 11.94).

7. Rowniez kilka pomytek w odniesieniach do tabel, np. na stronie 135 na dole btedny nr tabeli 19.

8. Drobne literéwki, np. szerokos¢ szczeliny emisji/lwzbudzenia jest ,nM”, a powinno by¢ ,nm” (strona 200),
czy oznaczenie Pa we wzorze, a Pakt w opisie (strona 201).

9. Stowo ,ilo$¢” w odniesieniu do ,metod” na stronie 125 zamienitbym na ,liczba”.

10. W tekscie nie znalaztem odniesien do tabel A1 i A2 oraz rysunku A1, ktére sg na koncu pracy. Stanowig
one co$ w rodzaju Aneksu, ale nie wystgpit on ani w spisie tre$ci ani odwotania do niego nie pojawiajg sie
W rozprawie zasadniczej.

11. Nie wszedzie oznaczono, ze wykresy pochodzg z opublikowanych artykutéw (np. obrazy FLIM na stronie
131 to Fig.7 w publikacji Org. Biomol. Chem., 2024,22, 6763-6790).

12. W bibliografii nie ma jednorodnego stylu (tytul/bez tytutu: 107 i 127; czasopismo kursywg i/lub kapitalikiem)
oraz sporo btedow:
a. kilka pozycji ma ten sam nr (215, 264) a kilku brakuje (nie ma np. poz. 69, 167);
b. w kilku przypadkach dane bibliograficzne sa szczatkowe (np. poz. 163, 178, 234, 235).

13. Pojawiajg sie wyrazenia zargonowe: ,dockowanie” czy ,protokét dockowania”, wzbudzanie ,dtugoscig fali”
(winno by¢ ,$wiattem o dtugosci fali”).

14. Nie tylko Michat Rusinek sie deklinuje, a czasem po skrocie dr i mgr nalezy postawi¢ kropke @

Podsumowujgc chciatbym zaznaczy¢, iz Pan magister Piotr Surynt przedstawit wartosciowg
rozprawe doktorska, opartg na wynikach precyzyjnie zaplanowanych i przeprowadzonych badan
eksperymentalnych. Prace te wymagaty wszechstronnej znajomosci roznych technik badawczych oraz
warsztatu chemicznego. Rozprawa doktorska opiera sie na oryginalnych wynikach i analizach, ktére
zostaly opublikowane w renomowanych, miedzynarodowych czasopismach specjalistycznych co
jednoznacznie $wiadczy o dojrzatosci naukowej Doktoranta. Dodatkowo liczba wykonanych
eksperymentdéw, zsyntetyzowanych i przeanalizowanych zwigzkéw, a takze rozlegly zakres

poruszanych zagadnien $wiadczy o duzym zaangazowaniu i pracowitosci Autora.

W mojej opinii oceniana rozprawa spelnia wszystkie wymagania stawiane
w postepowaniach doktorskich oraz warunki okreslone w Ustawie Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z p6zn. zm.). Niniejszym sktadam wniosek do Rady
Naukowej Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie mgra Piotra
Surynta do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych

i przyrodniczych w dyscyplinie nauki fizyczne, w tym do publicznej obrony.

Gratuluje Doktorantowi oraz Panu Promotorowi uzyskania tak warto$ciowych wynikow. Jest to
szczegblne osiggniecie, ktére podkresla wysokg jakos¢ pracy badawczej ich laboratorium oraz
wytrwatosci w dazeniu do celu Doktoranta.
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