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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr. Piotra Surynta
zatytulowanej
"Synteza i wlasciwosci analogow trimetylokapu znakowanych fluorescencyjnymi molekularnymi
rotorami "'
ztozonej do

Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu Warszawskiego.

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr. Piotra Surynta zostala zrealizowana
w zespole prof. Jacka Jemielitego, pod jego opieka promotorska, w Centrum Nowych Technologii oraz
Zaktadzie Biofizyki Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego. Badania zostaly przeprowadzone
w ramach projektu finansowanego ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki (grant Sonata, nt UMO-
2017/26/D/ST5/00901). Tematyka pracy obejmuje synteze oraz zbadanie wlasciwosci biofizycznych
koniugatow dinukleotydowych analogéw trimetyloguanozyno (TMG) kapu oraz TMG kapowanych
oligomeréw RNA znakowanych Fluorescencyjnymi Molekularnymi Rotorami (FMR) jako specyticznych
narze¢dzi molekularnych do badania snurportyny, w warunkach in vitro oraz w komorkach.

Problem badawczy zostal prawidlowo zdefiniowany i obejmuje on opracowanie strategii syntezy
koniugatéw, zbadanie ich powinowactwa do snurportyny, analize zmian fluorescencji, ocene odpornosci
na degradacje enzymatyczng oraz oceng¢ mozliwosci zastosowania otrzymanych sond w obrazowaniu
i badaniach komorkowych. Koncepcja polgczenia analogow TMG kapu z FMR jest nowatorska
i oryginalna. Tak zaprojektowane hybrydowe sondy molekularne mogg by¢ bezposrednio wykorzystane
do monitorowania proceséw komorkowych zwigzanych ze snurportyna.

Tematyka pracy miesci sie na pograniczu chemii bioorganicznej, biofizyki i biologii chemicznej,
stanowigc nowatorskie potaczenie syntezy chemicznej analogdéw nukleotydéw z wykorzystaniem metod
fluorescencyjnych do badania procesu transportu jadrowego. Znaczenie tej pracy jest istotne zaréwno
z perspektywy poznawczej jak i potencjalnie aplikacyjnej. Nalezy podkresli¢, ze stopien trudnosci
podjetego tematu jest wysoki — obejmuje on synteze kilkudziesieciu ztozonych zwigzkéw nukleotydowych

oraz ich wieloaspektows analize biofizyczng i biologiczna.
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Doktorant jest wspolautorem trzech opublikowanych prac naukowych oraz jednej znajdujgcej sig
obecnie w recenzji. Artykuty opublikowane w Organic & Biomolecular Chemistry (2024) oraz w Journal
of Organic Chemistry (2023) stanowia zasadnicza czg$¢ rozprawy doktorskiej. Obie prace zostaly
opublikowane w renomowanych czasopismach z tzw. listy filadelfijskiej, o ugruntowanej pozycji
w dziedzinie chemii organicznej i bioorganicznej, co potwierdza oryginalno$¢ oraz wysoka jako$¢
uzyskanych wynikéw. Poza publikacjami bezposrednio zwiazanymi z tematem rozprawy, Doktorant brat
réwniez udziat w innych projektach, czego efektem jest wspétautorstwo pracy opublikowanej w Frontiers
in Oncology, Section: Breast Cancer (2024) oraz wspotautorstwo w kolejnym manuskrypcie aktualnie
bedacym w recenzji.

Mgr Piotr Surynt prezentowat wyniki swoich badan na forum naukowym. Wyglosil komunikat ustny
pt. ,.Synteza i whasciwosci biologiczne analogébw m’G kapu znakowanych fluorescencyjnymi
molekularnymi rotorami” na I Ogolnopolskiej Konferencji Online Sekcji Studenckiej Polskiego

Towarzystwa Chemicznego, lecz informacje t¢ znalaztem w ksigzce abstraktéw (https:/smptchem.pl/wp-

content/uploads/2021/06/Book_of Abstracts I0K020-1.pdf) nie za§ w przedstawionej rozprawie.

Rozprawa doktorska mgr. Piotra Surynta ma charakter klasyczny. Praca liczy 230 stron i zawiera
wszystkie kluczowe elementy, takie jak czg$¢é teoretyczna, opis wynikéw z ich dyskusja, czg$¢
eksperymentalng oraz podsumowanie. W pracy znajduje si¢ bogaty materiat ilustracyjny — obejmujgcy
schematy syntez, wykresy oraz zdjecia mikroskopowe — a takze obszerng bibliografie, obejmujgca 284
pozycje. Struktura rozprawy jest logiczna, a proporcje migdzy poszczegélnymi rozdziatami wlasciwie
zachowane.

Waznym elementem rozprawy doktorskiej jest precyzyjne sformutowanie celu pracy. Autor
precyzyjnie okreslit zaréwno cel ogdlny, jak i cele szczegétowe projektu, a droga do ich realizacji zostata
starannie zaplanowana i konsekwentnie zrealizowana.

W pierwszej czesci swojej rozprawy mgr Piotr Surynt przedstawit przeglad literatury dotyczacy kapu
oraz nukleotydowych analogéw kapu, ich biologicznych funkcji, ze szczegélnym uwzglednieniem
struktury i roli kapu m’G i TMG kapu oraz zastosowania syntetycznych analogéw kapu. Oméwiono takze
biatko snurportyne — jej whasciwosci, funkcje oraz znaczenie biologiczne i potencjalne znaczenie kliniczne.
W tym rozdziale Autor przedstawil réwniez zasade dziatania fluorescencyjnych rotoréw molekularnych,
ich synteze oraz zastosowania jako sond molekularnych, w tym w obrazowaniu komérkowym. Czes¢ ta,

obejmujaca okoto 30 stron stanowi solidne podstawy niezbedne do zrozumienia dalszych rozdziatéw

rozprawy.
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Najobszerniejszg czgs¢ rozprawy stanowi czg$¢ doswiadczalna wraz z dyskusja wynikéw, obejmujaca
88 stron. Zostala ona podzielona na rozdzialy odpowiadajace kolejnym etapom badan, co zapewnia
przejrzysta strukture. Zastosowana metodologia jest poprawna i umozliwia uzyskanie wiarygodnych oraz
powtarzalnych wynikéw. Synteze substratow i zwigzkéw docelowych opisano szczegdtowo. Bez
zastrzezen pozostaje rowniez opis przeprowadzonych badan biologicznych oraz dokowania
molekularnego. Doktorant precyzyjnie przedstawit zastosowane strategie chemiczne, uzyte odczynniki
oraz warunki reakcji. Kluczowym etapem byto wprowadzenie do struktury analogéw kapu funkcjonalnego
linkera (z grupa azydowa lub alkinowa), umozliwiajace przytaczenie znacznikéw fluorescencyjnych FMR.
Zrealizowano to poprzez modyfikacje w pozycji N1, 2'-O i 3'-O- odpowiednimi linkerami z wybranymi
grupami funkcyjnymi. W kolejnym etapie Doktorant wykorzystat réznorodne pod wzgledem chemicznym
(fenole, alkohole, aminy, zw. nitrowe) FMR bedace analogami chromoforu GFP oraz FMR nienalezgcy
do tej klasy bedacy pochodna julolidyny. Wybrane chromofory FMR poddano reakcji sprzegania
z analogami kapu, wykorzystujac reakcje typu ,.click” (cykloaddycja azydowo-alkinowa katalizowana
miedzig(I)). Otrzymano szereg koniugatoéw roznigcych sie zar6wno miejscem przylaczenia, jak i typem
zastosowanego FMR. Wigkszos$¢ z tych zwigzkéw zostala szczegdlowo scharakteryzowana metodami
spektroskopowymi, w tym metodami spektroskopii NMR oraz wysokorozdzielcza spektrometrig mas
(HRMS), natomiast czysto$¢ zwiazkéw oceniano metodami HPLC. Autor zbadal takze wiasciwosei
fotofizyczne otrzymanych sond — zmierzyt ich widma absorpcji i emisji w roztworach modelowych oraz
oceniat czulo$¢ na zmiany $rodowiskowe, m.in. poprzez pomiary fluorescencji w roztworach o réznym
pH, mieszaninach o réznej lepkosci (np. woda:glicerol) oraz w rozpuszczalnikach o zréznicowanej
polarnosci

W kolejnym etapie badan mgr Piotr Surynt zbadal powinowactwo otrzymanych zwiazkéw do
snurportyny oraz melF4E metodg miareczkowania z wygaszaniem fluorescencji tryptofanéw (FQT)
synchronizowanym w czasie przy zatozonych kryteriach akceptacji wynikéw. Badania te pozwolity
ustali¢, ktére modyfikacje FMR sa dobrze tolerowane przez snurportyne, ktére z nich stabilizujg a ktére
destabilizuja kompleks z biatkiem. Wykazal, ze modyfikacja w pozycji C8 lub N1 guanozyny obniza
powinowactwo do biatka, natomiast modyfikacja w pozycji 2°-O rybozy prowadzi do zwigzkow
o zréznicowanym wplywie na powinowactwo, w tym réwniez silnie stabilizujgcych. Nastgpnie mgr Piotr
Surynt zbadat koniugaty FMR z monofosforanem guanozyny niezawierajagce TMG kapu. Badania te
wykazaly, ze 2’-O-podstawione analogi fluoroforu GFP monofosforanu guanozynyny (GMP) wykazaty
do 10-krotnie silniejsze powinowactwo od TMGpppG do bialka (sam GMP nie wigze sie z biatkiem).

Dodatkowo Doktorant zsyntezowal analogi podwdjnie podstawione FMR zawierajagce FMR jednoczesnie
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w pozycjach 2’-O- i 3°-O. Zbadal takze zalezno$¢ struktura — aktywno$¢ otrzymanych analogow
TMGpppG z ré6znymi FMR z grupami hydroksylowymi, fenolowymi, aminowymi i nitrowymi w pozycji
2’-0- i 3°-O-guanozyny co pozwolito na ustalenie czynnikéw majacych wptyw na powinowactwo do
snurportyny. Dodatkowo zbadat oddziatywania otrzymanych koniugatéw TMGpppG z bialkiem metodami
obliczeniowymi, ktére zostaly wykonane we wspolpracy z dr hab. Joanng Panecka-Hofman. Badania
stabilno$ci otrzymanych koniugatéw wykazaty, ze koniugaty z DMHBI i 2°-HEMABI sg stabilne
w roztworze wodnym nawet przez 3 lata w temp. -80°C. Ponadto, Doktorant zbadat odpornos¢
otrzymanych przez siebie zwiazkéw na degradacje enzymatyczng, i wykazat, ze niektére z modyfikacji
prowadza do zwiazkéw odpornych na degradacje enzymatyczna.

Do kolejnego etapu badaf Doktorant wybrat koniugaty analogu TMGpppG z DMHBI i HEMABI,
1a-2’ i 1¢-2’ charakteryzujace sie najwyzszym powinowactwem do snurportyny oraz koniugat z pochodng
julolidyny w pozycji 3°-O (1£-3’) charakteryzujaca si¢ najwieksza zmiang fluorescencji po zwiazaniu
z biatkiem. Badania w komoérkach HeLa wykonano we wspdtpracy dr inz. Karing Kwapiszewska,
dr Tomaszem Kalwarczykiem oraz prof. dr. hab. Robertem Hotystem (zesp6t Instytutu Chemii Fizycznej
Polskiej Akademii Nauk). Badania czaséw zycia fluorescencji (FLIM) wykazaly, ze zwigzek 1c-2’
wykazuje wydtuzenie czaséw zycia, co sugeruje jego wiazanie z biatkiem.

Kolejnym obszernym rozdziatem jest Czg$¢ eksperymentalna, liczacy 75 stron, w ktérej Doktorant
bardzo szczegbltowo opisuje stosowana metodologie, techniki laboratoryjne stosowane zaréwno do
syntezy jak i do badan wiasciwosci fluorescencyjnych otrzymanych zwigzkéw oraz ich wiasciwosci
biologicznych. Kazda ze stosowanych technik jest szczegbtowo opisana co zapewnia mozliwo$¢ jej
odtworzenia. Synteze analogéw kapu oparto na sprawdzonych procedurach opracowanych w zespole
promotora — m.in. z uzyciem odpowiednio chronionych nukleotydéw, taczonych z drugim nukleotydem
poprzez aktywowane fosforany imidazolidowe, co pozwala na uzyskanie wysokiej wydajnosci tworzenia
wiazania trifosforanowego. Opisy syntez sa precyzyjne i z pewnos$cia umozliwiaja powtérzenie reakcji.

Ostatni rozdziat pracy zawiera podsumowanie oraz wnioski koficowe, w ktérych Autor syntetycznie
zestawia najwazniejsze osiagniecia i potencjalne kierunki dalszych badan

Podsumowuja, Autor opracowal metody syntezy i oczyszczania analogéw kapu TMG zawierajgcych
rézne fluorescencyjne molekularne rotory. Wykazat, ze FMR przytaczone do struktury kapu zachowujg
swoje wlasciwosci fotofizyczne i nie zaburzaja rozpoznawania kapu przez snurportyne — przeciwnie,
w niektorych przypadkach moga wrecz zwiekszaé powinowactwo do biatka. Przeprowadzone badania

potwierdzily, ze opracowane sondy moga by¢ wykorzystywane do detekcji snurportyny w komoérkach przy
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uzyciu metod fluorescencyjnych. Ponadto, mgr Surynt wykazal, ze opracowane koniugaty wykazujg

odporno$¢ na dziatanie enzyméw degradujacych kap, co dodatkowo zwieksza ich potencjat aplikacyjny.

Do najwazniejszych osiaggnig¢ mgr. Piotra Surynta nalezy zaliczy¢:

e opracowanie nowej klasy sond molekularnych - analogow kapu TMG (2,2,7-
trimetyloguanozynowego kapu) pofaczonych z fluorescencyjnymi rotorami molekularnymi
(FMR);

e zsyntezowanie koniugatéw TMG-FMR r6znigcych sie zaréwno pozycja przylaczenia
fluorescencyjnego molekularnego rotora (2', 3', N1), jak i jego typem (np. pochodne julolidyny,
czy GFP-podobne);

e wykazanie, ze sondy te umozliwiaja detekcje wigzania snurportyny z kapem TMG poprzez
rejestrowang zmiang fluorescencji;

e odkrycie zwigkszonego powinowactwa analogbw TMG do snurportyny — koniugaty
z fluorescencyjnymi molekularnymi rotorami w pozycji 2'-O wykazywatly nawet 100-krotnie
wyzsze powinowactwo niz naturalny ligand m*GpppG, a najlepsze sondy charakteryzowaty sie
bardzo niska statg dysocjacji (K_D) w zakresie kilkunastu nanomoli;

e potwierdzenie, za pomocg dokowania molekularnego, ze fluorescencyjne molekularne rotory
mogg wchodzi¢ w dodatkowe oddziatywania hydrofobowe ze snurportyna;

* wykazanie przydatnosci opracowanych sond do badan in vivo — w szczegdlnosci do obserwacji

wigzania sondy TMG—FMR ze snurportyng w HeLa.

Drobne uchybienia edytorskie nie umniejszaja ani wartosci merytorycznej pracy, ani osiggnieé
Doktoranta. Z obowigzku recenzenta wymieniam kilka z nich: A) na stronie 43, w zdaniu: ,,Zastosowanie
octanu sodu, potasu lub jego bezwodnika...” niejasne jest uzycie terminu ,,bezwodnik” — by¢ moze autor
miat na mysli ,,bezwodny octan sodu lub potasu”; B) uzycie spolszczonych form angielskich, takich jak
refluksowanie” (strona 43), jest niepoprawne stylistycznie; C) fragmenty ze stron 40 i 46 dotyczace
fluorescencyjnych rotoréw molekularnych sg praktycznie tozsame; D) na Rys. 11.24 widoczne sg jedynie
znormalizowane widma absorpcji, mimo ze podpis sugeruje obecno$¢ réwniez widm emisji; E) na stronie
81 znajduje si¢ odwotanie do rys. I 41 a powinno by¢ rys. Il 42; F) na stronie 86 znajduje si¢ odwotanie
do rys. I 46 a powinno by¢ rys. I 47; G) w czesci eksperymentalnej na stronie 140 ilo$é jodku metylu

zostata najprawdopodobniej zanizona — podano warto$¢ w miligramach, cho¢ prawdopodobnie chodzito
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o gramy; H) pozycje literaturowe 112 i 113 odnoszg si¢ do tej samej pracy, pod pozycja 215 znajdujg si¢
odniesienia do dwoch réznych prac (powtdrzona pozycja 215).

Po lekturze rozprawy nasunelo sie pytanie: w reakcji sprzegania typu ,.click” zastosowano
katalizator w postaci soli miedzi(I). Czy Doktorant badat lub szacowat koncowe stezenia jonow miedzi
w oczyszczonych produktach? Czy rozwazano alternatywne strategie, takie jak reakcje cykloaddycji azyd

— acetylen bez katalizatora Cu(I), np. z wykorzystaniem pochodnych cyklooktynu?

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska 1) prezentuje
ogblng wiedze teoretyczng kandydata w dyscyplinie oraz umiejgtnosé samodzielnego prowadzenia pracy

naukowej; 2) jej przedmiotem jest oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.

Uwzgledniajac wysoka warto$¢ merytoryczng i poznawcza rozprawy, jej wkiad w rozwoj
dyscypliny, jak réwniez staranne opracowanie i prezentacjg wynikow, stwierdzam, ze praca doktorska mgr
Piotra Surynta w petni spetnia wymagania okreslone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2023 poz. 742 z pézn. zm). Zwracam sie zatem do Rady
Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu Warszawskiego o przyjecie rozprawy oraz dopuszczenie

Doktoranta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Biorac pod uwage wysokg jako$¢ naukowa rozprawy, trafnos¢ zastosowanego podejscia
badawczego oraz wplyw uzyskanych wynik6w na rozw6j dyscypliny, wnoszg o wyroznienie pracy.

Uzasadnienie: Na podkreslenie zastuguje nowatorski charakter rozprawy, interdyscyplinarnosc
podejécia badawczego, a takze imponujacy zakres zrealizowanych eksperymentéw, obejmujacych
zarbwno zaawansowang synteze chemiczna, jak i kompleksowe badania biofizyczne i aktywnosci
biologicznej. Opracowane przez Doktoranta sondy molekularne stanowia istotne osiagniecie naukowe
o duzym potencjale aplikacyjnym. Dodatkowym atutem sa publikacje wynikéw w renomowanych
czasopismach oraz umiejetnos¢ ich klarownej prezentacji. Wszystkie te elementy uzasadniaja wniosek

o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr Piotra Surynta.

Damian Plazuk
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