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Recenzja rozprawy doktorskiej
pt. ” Synteza i wlasciwosci analogdéw trimetylokapu znakowanych fluorescencyjnymi
molekularnymi rotorami”

autorstwa mgr Piotra Surynta

Oceny rozprawy doktorskiej pt. "Synteza i wilasciwosci analogow trimetylokapu
znakowanych fluorescencyjnymi molekularnymi rotorami” dokonuje w zwigzku z
powotaniem mnie na funkcje¢ recenzenta przez Rade Naukowa Dyscypliny Nauki Fizyczne
UW na posiedzeniu w dniu 17.02.2025 roku.

Oceniana przeze mnie rozprawa doktorska powstata pod opieka promotora - prof. dr
hab. Jacka Jemielitego w Centrum Nowych Technologii oraz Zaktadzie Biofizyki Instytutu
Fizyki Do$wiadczalnej Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego

Rozprawa ma charakter klasycznej i niezwykle obszernej dysertacji napisanej na az
229 stronach. To naprawde staranne dzieto naukowe, pelne wyczerpujacych danych, opiséw
eksperymentalnych wielu pomiaréw biofizycznych i biochemicznych, a takze kilkudziesigciu
syntez. To praca wybitnie interdyscyplinarna z wieloma celami naukowymi i zlozona
metodologia, dobrang tak, by eksperymentalnie potwierdzi¢ kilka hipotez badawczych
Autora.

Jako cele naukowe Doktorant obral; otrzymanie i zbadanie wlasciwosci odpowiednio
zaprojektowanych koniugatow dinukleotydowych analogéw TMG kapu oraz TMG
kapowanych oligomeréw RNA, ktére, poprzez oznaczenie ich fluorescencyjnymi
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molekularnymi rotorami (FMR), moglyby shuzy¢ jako narzedzia do badania snurportyny,
zaréwno w warunkach laboratoryjnych (in vitro), jak i zywych komorkach migdzy innymi do
oceny wybranych proceséw zyciowych.

Badania wlasne opisane w doktoracie poprzedza wyczerpujacy, moim zdaniem dosé
dhugi, wstep teoretyczny, w ktdrym Doktorant staral si¢ przedstawié kontekst badan wlasnych
w $wietle doniesien literaturowych i scharakteryzowaé obiekty swoich badan, tj. strukture i
znaczenie biologiczne kapu TMG, funkeje i role biologiczng biatka adaptorowego -
snurportyny, jego interakcje z TMG kapem oraz zastosowanie FMR do badan proceséw
biofizycznych i biochemicznych zachodzgcych w komorkach. Ta czesé, mimo swojego
skomplikowania (bo nie sa to latwe zagadnienia), a takze poprzez obszar wiedzy, ktory nie
nalezy do zagadnieh powszechnie znanych, jest napisana w sposéb niezwykle przystepny,
ulatwiajgc recenzentowi wglebienie sie w opisywane zagadnienia. Latwosé, z ktorg
przychodzi Doktorantowi opisywaé te skomplikowane struktury, oddzialywania i procesy
biochemiczne potwierdza jego rozlegla wysoce specjalistycznag i interdyscyplinarng wiedze.

Moj podziw wzmacnia réwniez fakt, iz dyscyplina, ktdra opisuje, jest niezwykle nowa
i dynamicznie rozwijajaca sie, a przetomowe publikacje i doniesienia pojawiajg si¢ regularnie
w ostatnich latach. To wszystko nie przeszkadzalo jednak Doktorantowi na $ledzenie
najnowszych doniesien naukowych i opisa¢ stan wiedzy nie sprzed kilku lat, ale wladciwie na
biezaco. Wiem, ze nie jest tatwo by¢ na biezaco z literaturg naukows, gdy prowadzi si¢ tak
zaawansowane 1 dlugotrwate badania eksperymentalne, ale mgr Piotrowi Suryntowi to sig¢
niewatpliwie udato.

Przechodzac do oceny badaf wiasnych, zaczne od syntezy organicznej (rozdzial III),
gdyz jest ona najblizsza mojemu sercu i w chemii medycznej najwazniejsza, bo bez obiektow
badan — nowych i dobrze zaprojektowanych molekul, nie ma mozliwosci prowadzenia

ciekawych badan biofizycznych lub biochemicznych.



Swoje badania chemiczne Doktorant rozpoczal od syntezy obszernej serii
dinukleotydowych analogow TMG kapu zawierajgcych linker z grupg azydowa lub
propargilowa do dalszych modyfikacji. Zaprojektowane zwigzki cechowaly sie zréznicowang
budowa.

Otrzymane regioizomery 2' i 3’ przypadku uretanéw propargilowych i 2-
azydoetylowych réznorakich nukleozydéw nie byly rozdzielane chromatograficznie, co moim
zdaniem znacznie skomplikowato w kilku przypadkach reakcje nastepcze i nie pozwolito
scharakteryzowa¢ spektralnie izomeréw. Dlaczego pominieto ten etap?

Majac na uwadze pozZniejsze obserwacje Doktoranta, iz regioizomery z niektorymi
FMR wykazujg bardzo rozne whasciwosci podczas oddziatywania ze snurportyng, separacja
na tym etapie zapewnitaby czysto$¢ w kolejnych krokach i pozwolita unikngé bezsensownego
w mojej opinii koniugowania z FMR przeprowadzanego na mieszaninie izomeréw. Mieszanin
si¢ nie bada.

Obiektywna trudnoscia byty dla eksperymentatora niewielkie ilosci otrzymywanych
dinukleotydowych i tetranukleotydowych modyfikowanych pochodnych TMG, ktore
otrzymywano nieraz zaledwie w ilosci kilku miligraméw. Operacje na tak matych ilosciach
zwigzkéw zawsze sg trudne. Za niewatpliwy sukces uznaje, iz podczas syntezy
dinukleotydowych pochodnych TMG lub MMG kapu zawierajacych linker z grupa azydowsg
lub propargilowa udato sie w wigkszosci przypadkow rozdzieli¢ regioizomery, chociaz
réznice w czasach retencji byly bardzo male. Charakterystyka spektroskopowa tych uktadow
pomineta jednak spektroskopie BC NMR - dlaczego?

W lekka konsternacje wprowadzil mnie natomiast opis syntezy pochodnych
azydowych i propargilowych FMR - dlaczego jest on obecny w doktoracie, skoro dr inz.

Btlazej Wojtczak byl catkowicie odpowiedzialny za synteze tych zwigzkow? Oczywiscie



zwigzki te nie mogly pojawic¢ sie w doktoracie jak Deus ex machina, jednak moim zdaniem
opis syntez byl zbedny.

Znakowanie fluorescencyjne Doktorant przeprowadzil, stosujac reakcje cykloaddycji
azydku do alkinu katalizowang jonami miedzi(l), jedna z reakcji klik, za ktérg w 2022 roku
Morten P. Meldal i K. Barry Sharpless otrzymali Nagrode Nobla z chemii. Kluczem do
efektywnego wykorzystania tego procesu jest znalezienie warunkow, w ktérych rozpuszczone
beda substraty i s6l miedzi, co nie zawsze jest proste. Przeprowadzona koniugacja z
barwnikami pozwolila uzyska¢ zwiazki w ilosciach czesto mniejszych od 1 mg, co przetozyto
si¢ na bardzo ubogg lub nawet znikomg charakterystyke spektroskopows obejmujaca tylko
HRMS (ESI(-)). Nie moge natomiast zrozumied, dlaczego, pomimo znacznych iloSci
produktéw z grupy C-fosfonianowych pochodnych FMR, pominieto etap analizy NMR?

Dysponujgc znaczng biblioteka pochodnych (42 koniugatow TMG kapu z réznymi
FMR (5 typow fluoroforéw), 22 nukleotydowych koniugatéw z FMR niezawierajagcych TMG
kapu, Doktorant okreslit ich wiasciwosci spektralne: absorpcje promieniowania UV/Vis,
widma fluorescencyjne (Aexc, hem). Zadanie to bylo mozolne i niewdzieczne, bo charakter
widmowy koniugatow zalezal silnie od $rodowiska (polarnosci rozpuszczalnika — badano
mieszaniny DMSO-H,0, pH, itd.). Wymagato to standaryzowania metod, co przy tak
roznorodnej grupie pochodnych nie jest pracg latwa. Niepokojacym w mojej opinii
zjawiskiem, ktére wynikneto z badan Doktoranta jest pH-zalezno$¢ uzytych fluoroforéw oraz
obserwowane silne wygaszanie fluorescencji w wodzie dla fluoroforéw takich jak DMHBI, o-
HBI oraz p-NHBI. Nie wiem, czy bardziej uzasadniona metodologiag badan Doktoranta nie
powinno by¢ ograniczenie liczy stosowanych barwnikéw po badaniach ich prostych
analogéw, a nie dopiero po ich trudnej koniugacji z dinukleotydowymi i tetranukleotydowmi

analogami TMG kapu. Oszczedzitoby to wiele pracy. Prosze o komentarz podczas obrony.
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Cele naukowe i pytania, ktére postawil przed sobg Doktorant byly ambitne i
nowatorskie. Praca doktorska zawiera oryginalne i spdjne wyniki naukowe uzyskane w
ramach dobrze przemyslanego projektu badawczego. Mgr Piotr Surynt wykonat ogrom dobrej
pracy syntetycznej i szereg cennych badan biofizycznych, rzucajac nowe $wiatto w miejscach,
w ktorych panowal naukowy mrok. Rozprawa zawiera szereg starannie wykonanych
rysunkow, schematéw i tabel, ktore utatwiaja czytelnikowi poruszanie si¢ w tak bogatym
wstepie teoretycznym oraz opisie badan wiasnych.

Oceniajgc pozytywnie wykonana prace badawczg stwierdzam jednoznacznie, ze
bedgca przedmiotem niniejszej recenzji rozprawa doktorska mgra Piotra Surynta spetnia
wszystkie wymogi formalne i zwyczajowe oraz warunki okreslone w art.187 ust. 1-2 Ustawy
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r. (tekst jedn. Dz, U. z 2021 r.
poz. 478 z pbézn. zm.) stawiane pracom skladanym przez osoby ubiegajgce sie o stopien
naukowy doktora i wnosz¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu
Warszawskiego o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Piotra Surynta do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.
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