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Recenzja rozprawy doktorskiej pt.
»Synteza i biofizyczna charakterystyka modyfikowanych fragmentow ogona poli(A)
jako narzedzi do manipulowania metabolizmem mRNA”

autorstwa Pani mgr Olgi Perzanowskiej

Recenzja zostata sporzadzona dla Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Fizyczne

Uniwersytetu Warszawskiego.

Praca doktorska Mgr Olgi Perzanowskiej, zatytulowana "Synteza i biofizyczna
charakterystyka modyfikowanych fragmentow ogona poli(A) jako narzedzi do
manipulowania metabolizmem mRNA" zostala zrealizowana w Laboratorium Chemii
Biologicznej w Centrum Nowych Technologii UW oraz w zakladzie Biofizyki IFD,
Wydziatu Fizyki UW. Pod kierunkiem prof. Jacka Jemielitego oraz dr hab. Joanny
Kowalskiej, praca nie tylko eksploruje skomplikowane aspekty syntezy i stabilnosci
modyfikowanych oligonukleotydéw, ale takze umiejetnie ukazuje ich znaczenie
w kontekscie projektowania nowych zwiazkéw terapeutycznych.

Praca obejmuje 192 strony i jest podzielona na sze$é¢ gtéwnych rozdziatéw: Cel
pracy, Czgs¢ literaturowq, Badania whasne, Podsumowanie, Cze$é eksperymentalng oraz
Bibliografi¢. Dodatkowo zawiera sekcje dotyczgce wykazu skrétéw, dorobku naukowego,
oraz streszczenia. Praca zawiera 95 rysunk6w oraz 2 tabele. Bibliografia sklada sie z az 406
pozycji, z przewagg publikacji z miedzynarodowych czasopism naukowych, wydanych
w ostatnich latach. Nalezy jednak podkreslic, ze wéroéd bibliografii znalazty sie takze
klasyczne cytowania dotyczgce maszynerii mRNA. Zrédta bibliograficzne zostaly zatem
starannie dobrane do tematyki pracy doktorskiej.

Do tej pory powstata jedna publikacja naukowa, ktéra jest bezposrednio zwigzana
z tematyka pracy doktorskiej (praca w ,,Chemistry — A European Journal”), natomiast druga
publikacja jest w przygotowaniu. W obu pracach Autorka jest/bedzie pierwszym autorem.

Wyniki pracy byty przedstawione przez Autorke na 10 konferencjach naukowych w postaci
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posteréw lub wystapien ustnych. Dorobek naukowy uzupetniaja dwie prace opublikowane
w Scientific Reports oraz Nature Chemistry.

Praca doktorska miata na celu opracowanie metod modyfikacji konca 3' mRNA
w celu regulacji jego stabilnosci i zdolnosci translacyjnych. Badania rozpoczgto od analizy
wptywu réznych modyfikacji chemicznych i strukturalnych na koniec 3' mRNA oraz na
interakcje z biatkiem PABP (ang. polyA-binding protein). Wyniki tych eksperymentow
postuzyty do opracowania metody modyfikacji czasteczek mRNA, ktére miaty na celu
zwiekszenie ich stabilnoéci i potencjatu translacyjnego, co jest istotne w kontekscie
potencjalnego wykorzystania terapeutycznego. W pracy skoncentrowano si¢ na identyfikacji
modyfikacji chemicznych w ogonie poli(A) mRNA, ktére moga by¢ wykorzystane do
produkcji czasteczek mRNA o zwigkszonym powinowactwie do celu molekularnego oraz
zwiekszonej stabilno$ci enzymatyczne;j.

Cel pracy (Rozdzial I) stanowi wprowadzenie do tematyki doktoratu i informuje
czytelnika, ze rozprawa sklada si¢ z dwéch gtéwnych czesci: przegladu literatury i badaf
wlasnych. W pierwszej czesci oméwiono budowg i metabolizm mRNA oraz potencjalne
zastosowania terapeutyczne tej czasteczki. Omowiono takze metody syntezy i modyfikacji
RNA oraz wprowadzono czytelnika w technolgi¢ termoforezy mikroskalowej MST, ktéra
byta jednym z podstawowych narzedzi pracy Autorki. Druga czes¢ zawiera opis badan
przeprowadzonych w ramach projektu. Przedstawiono proces syntezy wybranych
oligonukleotydéw, oraz proces opracowania i optymalizacji metody wykorzystujacej
termoforeze mikroskalowa do badania interakcji migdzy biatkiem PABP a modyfikowanymi
oligonukleotydami poli(A). Dodatkowo, oméwiono nowa metode chemoenzymatycznej
modyfikacji konca 3' mRNA i zbadano whasciwosci modyfikowanych czasteczek mRNA
w réznych uktadach komérkowych. Rozdziat ten pozwolit czytelnikowi zrozumie¢ kontekst
badan i nabraé odpowiedniej perspektywy w dalszym czytaniu.

Czes¢ literaturowa pracy doktorskiej (Rozdziat IT) rozpoczyna si¢ od wprowadzenia
do rtoli mRNA jako kluczowej biomolekuly w organizmach zywych, w szlaku
przekazywania i wykorzystania informacji genetycznej. Rozdzial ten jest bardzo
przemyélany i nalezy tu podkresli¢ bardzo szeroka i doglebna wiedz¢ Autorki na temat
podjetej tematyki badawczej rozpoczynajac od syntezy organicznej az po badania in vivo
i immunoterapie. Autorka skupia sie na opisie struktury i funkcji mRNA, zwlaszcza konca
3', ktéry zawiera ogon poli(A), petniacy istotng role w metabolizmie mRNA. Ogon ten jest
bowiem miejscem interakcji z réznymi biatkami, co wplywa na stabilno$¢ i potencjat
translacyjny mRNA. Nastepnie omoéwiono znaczenie modyfikacji nukleotydowych

w komorkowych procesach zwigzanych z mRNA, a takze zastosowanie oligonukleotydow
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w medycynie i biosensorach. Warto zwroci¢ uwage na opis technologii terapeutycznych
oligonukleotydéw i ich rosnace znaczenie w medycynie. Dalsza czg$¢ pracy koncentruje sie
na syntezie czasteczek mRNA i ich zastosowaniach w zakresie terapii genowej i medycynie
regeneracyjnej. Szczegdlng uwage Autorka poswiecila szczepionkom mRNA w terapiach
antynowotworowych oraz antywirusowych. W tym rozdziale Autorka umiejgtnie Iaczy opis
struktury i mechanizmu dziatania tych terapeutykéw z opisem mechanizméw
immunologicznych, ktére determinuja dziatanie takich farmaceutykow.

W dalszej czeécie Autorka omawia réwniez dotychczasowe metody modyfikacji
ogona poli(A) syntetycznych mRNA oraz techniki syntezy RNA, co ma ogromne znaczenie
w kontekscie realizowanej pracy doktorskiej. Pod koniec wstepu Autorka wprowadza
czytelnika w temat termoforezy mikroskalowej, przedstawiajagc jej podstawy
fizykochemiczne i zastosowania w badaniach molekularnych, skupiajac si¢ na badaniach
oddziatywan miedzy biatkiem PABP a modyfikowanymi analogami ogona poli(A).
Wszystkie te elementy tworza solidny kontekst dla badan przeprowadzonych w ramach
projektu doktorskiego, co pozwala czytelnikowi zrozumie¢ znaczenie i celowos¢ tego
projektu. Ponadto, kluczowe informacje, zwlaszcza te dotyczace skomplikowanych
mechanizméw dzialania i metabolizmu mRNA, wizualizowane sg kolorowymi rycinami,
ktére dodatkowo pomagajg zrozumie¢ czytelnikowi najwazniejsze aspekty pracy
doktorskie;j.

Kolejny rozdziat (Rozdzial IIT) to badania wiasne, ktore Autorka rozpoczyna od
przedstawienia ich planu. Autorka bardzo doktadnie przedstawia wybdr uktadu
pomiarowego oraz strategi¢ otrzymywania reagentéw do badan, ktére stanowily o sile
warsztatu badawczego dla osiggniecia celow badawczych i weryfikacji postawionych
hipotez. Plan badaf uzupetnia bardzo starannie wykonany abstrakt graficzny, ktéry
podsumowuje cztery gtéwne obszary badan podjetych przez Autorke: badanie
oddziatywania PABP-poli(A), ewaluacja stabilnosci enzymatycznej, badanie inhibicji
translacji oraz modyfikacja mRNA. Lacznie Autorka przeprowadzita syntez¢ 29 analogéw
poli(A), poddaja je ré6znym modyfikacjom chemicznym, tj. metylujac grupe 2’-OH (analogi
Anl-A.7), wprowadzajac grupy tiofosforanowe (analogi Aps1-Ap10), wymieniajgc grupe
2°-OH na atom fluoru (analogi Ar1-Ar3), metylujac adenozyne w pozycji 6 (analogi m°A1-
m°®A3), wymieniajagc adening na guaning (analogi G1-G3), czy w koficu stosujac
niemodyfikowane analogi o r6znej dtugo$ci (A11-A13). Zasadnos$¢ wprowadzenia kazdej ze
zmian zostata cze$ciowo uargumentowana dostgpnymi danymi literaturowymi, cho¢ nalezy
réwniez zaznaczy(¢, ze cze$é z tych zmian miala charakter pionierski w celu zbadania nowych

oddziatywan pomiedzy analogami poli(A) a biatkiem PABP. Do tych badaf zostala
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wykorzystana termoforeza mikroskalowa z wykorzystaniem sond znakowanych
fluorescencyjnie. Ta technika charakteryzuje sie wysokg czutoécig i umozliwia doktadne
okreslenie statych dysocjacji w szerokim zakresie stezen, od wartosci pikomolarnych do
milimolarnych, co jest istotne w badaniach silnych oddzialywan bialko-ligand. Natomiast
same sondy, réwniez poddano wstepnej analizie, by zdecydowaé, ktéra z nich jest najlepsza
do pomiaréw kompetycyjnego wigzania modyfikowanych analogéw poli(A) do PABP.
Wyniki pomiaréw wykazaly, ze istnieja wyrazne =zaleznosci miedzy struktura
oligonukleotydéw a ich powinowactwem do biatka PABP''*", W zakresie lokalizacja danej
modyfikacji Autorka wykazata wyrazna korelacj¢ migdzy umiejscowieniem modyfikacji w
taficuchu oligonukleotydu a jego zdolno$cig do oddziatywania z biatkiem. Oligonukleotydy
zawierajgce modyfikacje w Srodkowej czesci sekwencji wykazywaly stabsze powinowactwo
niz te zawierajgce analogiczne modyfikacje na koncach faricucha. W kontekscie liczby
modyfikacji wtwierdzono, ze w miarg ich zwigkszania, powinowactwo oligonukleotydéw
do biatka PABP'"* maleje. Oligonukleotydy z licznymi modyfikacjami, takie jak Amd,
An6/SPOT-ON, Aps10, wykazywatly stabsze oddziatywanie z biatkiem w poréwnaniu do
niemodyfikowanych analogéw oraz tych z pojedynczymi punktowymi modyfikacjami.
Ciekawym wnioskiem bylo m.in. to, ze analogi zawierajace modyfikacje tiofosfodiestrowe
nie wykazywaly wyraznej zalezno$ci migdzy lokalizacjg i liczbg modyfikacji, a ich
zdolnosciag do oddzialywania z biatkiem PABP. Wszystkie modyfikowane analogi
wykazywaly nieco stabsze powinowactwo do biatka w poréwnaniu do analogu
niemodyfikowanego. Zebrane obserwacje maja duze znaczenie w zrozumieniu specyfiki
oddzialywan miedzy oligonukleotydami ogona poli(A) a biatkiem PABP, co moze mie¢
wplyw na rozwijanie terapeutycznych strategii z wykorzystaniem modyfikacji mRNA.

W kolejnym etapie Autorka przeprowadzila badania podatno$ci otrzymanych
analogéw na degradacj¢ enzymatyczna z udzialem enzymu CNOT7. Autorka wykazata
istnienie silnej zalezno$ci migdzy rodzajem modyfikacji i jej umiejscowieniem w sekwencji
oligonukleotydu a podatnoscia na enzymatyczng degradacje. Modyfikacje takie jak 2’-O-
metyloadenozyna, 2’-fluoroadenozyna oraz wigzanie tiofosfodiestrowe catkowicie
hamowaly aktywno$¢ enzymu CNOT7, zapewniajac odpornos¢é na degradacje.
Oligonukleotydy zawierajgce te korzystne modyfikacje w poblizu kofica 3’ byty szczeg6lnie
odporne na degradacje enzymatyczna. W przypadku oligonukleotydéw z modyfikacjami
oddalonymi od kofica 3°, obserwowano stopniowa degradacje, az do napotkania przez enzym
modyfikowanej podjednostki. Modyfikacje takie jak m6A oraz guanozyna, jak réwniez
niemodyfikowane oligonukleotydy, ulegaly szybkiej degradacji przez enzym CNOT?7.
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Badania te jednoznacznie pokazaly, ze celowane modyfikacje oligonukleotydow moga
znaczaco wplynaé na ich stabilno$¢ chemiczna.

Autorka zbadata réwniez otrzymane analogi jako potencjalne inhibitory translacji.
Badane te wykazaly zdolno$¢ do skutecznego obnizania poziomu produkcji biatka
reporterowego w stopniu wigkszym niz znany inhibitor translacji, SPOT-ON. Wyraznie
zauwazono korelacje miedzy powinowactwem badanych analogéw poli(A) do
rekombinowanego PABP a ich aktywnoscig jako inhibitoréw translacji. Sugeruje to, Zze
metoda badania powinowactwa komplekséw PABP z analogami poli(A) pozwala na
efektywng identyfikacje modyfikacji chemicznych i ich lokalizacji, ktore nie zaktécaja
oddziatywania z PABP. Co wigcej, Autorka pokazata, Zze badane inhibitory oddzialuja
z pelnymi czasteczkami PABP niezaleznie od inhibitora specyficznie blokujacego
aktywnos¢ biatka elF4E. To wskazuje na specyficznos$¢ dziatania oligonukleotydowych
inhibitoréw przez wigzanie czasteczek PABP i ograniczenie ich roli w procesie inicjacji
translacji. Autorka podkreslita jednak, ze przy interpretacji tych wynikéw, nalezy
uwzgledni¢ ograniczenia zwigzane z wykorzystaniem systemu lizatow retikulocytéw
kréliczych (RRL) w badaniach translacji, ktéry jest uproszczonym modelem i nie
odzwierciedla w petni ztozonosci proceséw translacyjnych zachodzacych w komorkach in
vivo. Podsumowujac, wyniki eksperymentéw wydajnosci translacji wraz z analizg
potencjalnych inhibitoréw PABP dostarczyly cennych informacji dotyczacych aktywnos$ci
tych inhibitoréw i potencjatu ich wykorzystania jako narzedzi badawczych. Wskazujg
réwniez na mozliwos$¢ wykorzystania opracowanej metody badania powinowactwa PABP
do identyfikacji korzystnych modyfikacji chemicznych w oligonukleotydach poli(A) celem
maksymalizacji efektéw stabilizacyjnych inhibitoréw przy zachowaniu ich powinowactwa
do PABP. To innowacyjne podejscie pozwolito na lepsze zrozumienie mechanizmow
regulujgcych stabilno$¢ i potencjat translacyjny mRNA oraz stanowi istotny wktad
w dziedzing badan nad terapeutycznymi modyfikacjami mRNA.

Druga cze$¢ pracy pracy eksperymentalnej zawartej w Rozdziale III dotyczyta
opracowania i walidacji metody chemo-enzymatycznej modyfikacji czasteczek RNA.
Pierwszym zadaniem tej czg$ci projektu byla synteza chemicznie modyfikowanych 5°-
monofosforanéw dinukleotydéw, ktére r6znily si¢ rodzajem zasady azotowej (A lub G) oraz
rodzajem modyfikacji chemicznych (2’-O-metylacja lub wiazanie tiofosfodiestrowe).
Kolejne zadanie to chemo-enzymatyczne modyfikacje konca 3° oligonukleotydéw RNA
oraz mRNA, gdzie Autorka zoptymalizowata metode przylaczania zsyntezowanych 5°-
monofosforanéw dinukleotydéw do korica 3> RNA za pomoca ligacji enzymatycznej.

Metode te zastosowano nastepnie do modyfikacji zaréwno krétkich oligonukleotydow
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poliadenylowych, jak i mRNA kodujacego biatko reporterowe lucyferazg¢ Gaussia. Ostatni
punkt dotyczyt badania ekspresji modyfikowanych mRNA. Przeprowadzono eksperymenty
wydajnosci translacji w uktadzie retikulocytéw kréliczych (RRL) oraz badania in cellulo na
trzech r6znych liniach komérkowych (A549, JAWS II, HEK 293). Celem tych badan byto
zbadanie wptywu modyfikacji chemicznych na ekspresje mRNA. W tym zadaniu Autorce
udalo sie zidentyfikowa¢ modyfikacje konica 3’ transkryptow o najkorzystniejszym wptywie
na ich potencjat translacyjny.

Rozdzial IV stanowi podsumowanie otrzymanych wynikéw, w ktérym Autorka
jeszcze raz prezentuje najwazniejsze obserwacje. Po pierwsze, opracowano nowg metode
badania opartg o termoforeze¢ mikroskalowa, ktéra pozwala na zrozumienie, jak modyfikacje
w oligonukleotydach poli(A) wplywaja na ich oddzialywanie z biatkiem PABP, co moze
poméc w identyfikacji potencjalnych inhibitoréw translacji. Po drugie, opracowano
skuteczng technike modyfikacji RNA, co umozliwito uzyskanie bardziej stabilnych i lepiej
translowanych czgsteczek mRNA. Autorka planuje prowadzi¢ dalsze badania na
organizmach modelowych w celu potwierdzenia uzyteczno$ci tej metody w terapii genowej,
produkcji terapeutycznych przeciwciat i szczepionek przeciwko chorobom wirusowym
i nowotworowym. W mojej ocenie wysoka warto$¢ tych osiggnie¢ wynika z ich
potencjalnego wptywu na rozwijanie skuteczniejszych terapii i lekow.

Ostatnim akordem pracy doktorskiej jest czg$¢ eksperymentalna (Rozdzial V).
Autorka przedstawia w nim doktadne przepisy preparatywne dotyczace syntezy
oligonukleotydéw oraz ich analizy z wykorzystaniem spektrometrii mas. Rozdzial zawiera
takze doktadne informacje na temat biatek wykorzystanych do badafi biologicznych oraz
przepisy dotyczace prowadzonych reakcji enzymatycznych, pomiaréw z wykorzystaniem
mikroskalowej termoforezy i w koncu badania wydajnosci procesu translacji in vifro oraz in
cellulo.

W moje ocenie praca doktorska Pani Olgi Perzanowskiej jest doskonale
zaprojektowanym i ciekawym projektem badawczym, ktdry koncentruje si¢ na dwoch
istotnych aspektach: badaniu powinowactwa modyfikowanych oligonukleotydéw poli(A) do
biatka PABP oraz opracowaniu skutecznej metody modyfikacji RNA. To podejscie jest nie
tylko nowatorskie, ale takze starannie przeprowadzone, z gigbokim zrozumieniem tematyki
badawczej. Moim zdaniem wszystkie obserwacje w pracy zostaly trafnie zinterpretowane, a
uzyskane rezultaty stanowia istotny wklad w badang dziedzing. Nalezy tutaj réwniez
pokresli¢ interdyscyplinarnos¢ projektu, gdyz badania te laczg chemie organiczng,
biochemig, biologie molekularng i inzynierie genetyczna. Ponadto badania posiadaja duzy

potencjal aplikacyjny, gdyz opracowane metody moga znalezé zastosowanie w terapii
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genowej, produkcji terapeutycznych przeciwcial i szczepionek przeciwko chorobom
wirusowym i nowotworowym. Warsztat badawczy prezentowany w pracy jest solidny,
a eksperymenty zostaly przeprowadzone z dbato$cig o szczeg6ly i doktadnosé.

Oceniajac prace w warstwie edytorskiej chciatbym podkreslié, ze praca jest bardzo
atrakcyjnai z przyjemnoscia si¢ ja czyta. Autorka nie ustrzegta si¢ jednak drobnych potkniec,
ktore z obowigzku recenzenta wymienie ponize;.

1) Na stronie 19 Autorka wérdd zasad heterocyklicznych z grupy pirymidyn
wymienia cytydyne, a powinna napisa¢ cytozyna, gdyz cytydyna to oczywiscie nukleozyd.

2) Na stronie 21 przy opisie Rysunku 3 (oraz w tekscie) zabrakto wyjasnienia
skrotéw 5 UTR oraz 3° UTR. Wyjasnienia te znalaztem dopiero w wykazie skrétéw (jako
fragment sekwencji mRNA nieulegajacy translacji).

3) Jak juz wezesniej wspomniatem, w przegladzie literaturowym, wszystkie
informacje w tekscie sa wizualizowane kolorowymi rycinami. Szkoda jednak, ze Autorka
nie zdecydowata si¢ samodzielnie sporzadzi¢ tych rysunk6w i podpisaé je w jezyku polskim,
co byloby spéjne z rysunkami zawartymi w cze$ci eksperymentalne;.

4) Zwrécitbym takze uwage na fakt, ze przy sporzadzaniu wykreséw,
argumenty funkcji (na osi odcigtych, x) powinny by¢ zapisywane nastepujgco — nazwa
jednostki miary w nawiasie kwadratowym i jej wymiar juz bez nawiasu, czyli np. [czas],
min. Zgodnie bowiem z zasadami metrologii, nawias kwadratowy jest operatorem, kt6ry
przeksztatca jednostke miary pokazujac jej wymiar. Poprawny zapis Autorka zastosowala
m.in. na Rysunkach 59-61 ([ligand] nM), ale zaczynajac juz od Rysunku 68, te notacje
nalezatoby poprawi¢ (czas [min]).

W warstwie merytorycznej prace doktorska réwniez oceniam bardzo wysoko, co
kilkukrotnie podkreslitem wczesniej. Jednak korzystajac z przywileju recenzowania pracy
cheiatbym podzielic sig kilkoma obserwacjami oraz zada¢ Autorce kilka pytan dotyczacych
prowadzonych badan.

1 Na stronie 122 Autorka pisze: ,Jednym z potencjalnych zastosowan
czgsteczek, ktore specyficznie oraz z wysokim powinowactwem wiaza konkretne cele
molekularne...”. Czy stowo ,specyficzne” nie jest tozsame z wyrazeniem ,,wysokie
powinowactwo”. W enzymologii bardzo czesto stowo ,specyficzne” oznacza wysoka
wydajnos$¢ hydrolizy, duzg szybko$¢ katalizy etc. Czy w tym przypadku to stowo nie
powinno by¢ zastgpione wyrazem ,selektywne”, co oznacza, ze dany zwigzek (tutaj badany
oligonukleotyd) wigze si¢ tylko z jednym celem molekularnym.

2) Inwersja krzywych wigzania oligonukleotydowych sond fluorescencyjnych

do PABP w zaleznosci od uzytego fluoroforu jest bardzo ciekawa (Rysunek 60). Autorka
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podjela réwniez probe wyjasnienia tego zjawiska. A czy w literaturze réwniez
zaobserwowano ten efekt, dotyczacy oczywiscie innych par sonda-biatko, ale
z wykorzystaniem termoforezy mikroskalowej? Karboksyfluoresceina oraz cyjanina 5 sg
bardzo popularnymi znacznikami fluorescencyjnymi, wigc moze takie efekty zostaly
wczesniej opisane?

3) Co oznacza stwierdzenie ze sona Ao-2 jest niestabilna (strona 106)? Czy
Autorka miata na my$li stabilno§¢ fotochemiczna czy chemiczng? W jaki sposéb
stwierdzono rozpad (utrate wlasciwosci) tego zwigzku?

4) Czy istnieja inne doniesienia literaturowe, ktére opisujg wykorzystanie
termoforezy mikroskalowej do badania oddziatywan modyfikowanych fragmentow ogona
poli(A) z biatkiem PABP?

5) Dodatnie detergentu do buforéw w pomiarach in vitro zazwyczaj pozwala
wyeliminowaé niespecyficzne wiazania pomiedzy ligandem a receptorem, jednak z drugiej
strony ostabia réwniez te odzialywania, ktore sa przedmiotem analiz. Czy zasadne byloby
takze przeprowadzenie badan w buforze bez obecnosci Tween 207

6) Na stronie 95 Autorka napisala, ze struktura otrzymanych zwigzkéw nie
zostata potwierdzona za pomoca magnetycznego rezonansu jadrowego, gdyz zwigzki sa
diugie i maja skomplikowang strukture. Oczywiécie brak tych widm nie jest zadna wada
prowadzonych prac eksperymentalnych, gdyz Autorka syntetyzowata swoje zwigzki na
podtozu statym w schemacie syntezy blokowej i wykorzystujac komercyjnie dostg¢pne bloki
budulcowe, co minimalizuje mozliwoéé popelienia bledu. Jednak czy w literaturze
oligonukleotydy o takiej (lub podobnej) dtugodci sg analizowane za pomoca 1H NMR?

7) Czy w procesie poszukiwania nowych oligonukleotydéw wiazacych si¢
z wysokim powinowactwem np. do biatka PABP zasadne byloby wykorzystanie
kombinatorycznych bibliotek takich zwiazkéw — podobnie, jak jest to wykorzystywane
w przypadku bibliotek peptydéw analizowanych wzglgdem danych enzyméw? Czy takie
rozwiazanie jest moze praktykowane w poszukiwaniu optymalnych sekwencji mRNA do
celéw diagnostycznych lub terapeutycznych? Czy mozliwa jest synteza a nastgpnie
dekonwolucja takich bibliotek?

8) W pracy kilkukrotnie wybrzmiato, ze aby mRNA miato duzy potencjal
terapeutyczny musi by¢ odpowiednio stabilne w komérce. Temu zagadnieniu poswigcono
zreszta duzg cze$é badan i pokazano wprost, ze wigksza stabilnosé silnie koreluje z wieksza
ekspresja biatek. A czy istnieje gérna granica takiej stabilnosci? Jakie sa potencjalne

(teoretyczne) zagrozenia wprowadzenia do komorki ultra-stabilnych mRNA?
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Podsumowujac, stwierdzam ze przedstawiona mi do recenzji praca doktorska
w Swietle obowigzujacych przepiséw spelnia wszystkie wymagania, by na jej postawie
dopusci¢ Panig mgr Olge Perzanowska do dalszych etapéw przewodu doktorskiego, o co
uprzejmie prosze¢ Rade Dyscypling Naukowej Nauki Fizyczne Uniwersytetu
Warszawskiego. Jednocze$nie, w zwiazku z duzg warto$cia naukowa pracy doktorskiej,
wynikajacg z przeprowadzenia interdyscyplinarnych badan i uzyskania bardzo ciekawych

wynikéw o duzym potencjale aplikacyjnym, wnosze o jej wyrdznienie.
7 powazaniem,

Marcin Poreba
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