Badania nowych modyfikacji oraz optymalizacja procesu wytwarzania mRNA
do zastosowan terapeutycznych

Streszczenie:

Rozwodj narzedzi molekularnych opartych na technologii syntetycznych mRNA trwa nieprzerwanie
od ponad 30 lat. Ciggte udoskonalanie metod wytwarzania, przechowywania oraz dostarczania
kwasow nukleinowych do komoérek pacjenta przyczynito sie do rozpowszechnienia procedur
medycznych opartych na RNA, w tym szczepionek mRNA oraz terapii genowych. Gtéwnym
problemem, ktéry wcigz nie zostat w petni rozwigzany, jest niska stabilnos¢ RNA. W warunkach
fizjologicznych mRNA jest stosunkowo szybko degradowane, a proces ten zwykle inicjowany jest
na koncowych fragmentach czasteczki. Naturalne mRNA posiada struktury ochronne na obu
koncach, regulujace jego degradacje i chronigce regiony kodujgce. Wiekszos¢ dojrzatych mRNA
eukariontéw zawiera na koncu 5’ strukture kapu (czapeczke), ktéra chroni przed 5’-
egzonukleazami i wspomaga translacje. Na koncu 3’ znajduje sie ogon poli(A), ktéry zabezpiecza
czgsteczke przed degradacja od tego konca, zwiekszajac jej stabilnos¢ i uczestniczac w procesie
translacji. Wspotdziatanie tych struktur jest kluczowe dla efektywnej translacji i regulacji
stabilnosci mMRNA w komdrkach eukariotycznych, co ma istotne znaczenie dla potencjalnych
zastosowan terapeutycznych. W ostatnich latach opracowano szereg nowych metod modyfikac;ji
mRNA, ktére znaczaco poprawity jego aktywnos¢ biologiczng, stanowigc fundament dla terapii
przeciwnowotworowych oraz dalszych badan w tym zakresie. Moja praca doktorska skupia sie na
rozwoju tych technologii oraz ich potencjalnym zastosowaniu.

Pierwsza cze$¢ mojej rozprawy dotyczy opracowania biofizycznej metody badania interakcji
syntetycznych mRNA z biatkiem IFIT1. Technika termoforezy mikroskalowej umozliwita precyzyjng
analize oddziatywan molekularnych, co pozwolito na zrozumienie mechanizmdw rozpoznawania
RNA przez ludzki uktad immunologiczny. Badania objety ponad czterdziesci RNA z réznymi
modyfikacjami strukturalnymi w regionie korica 5°. Wyniki pozwolity okresli¢ wptyw modyfikacji
chemicznych na interakcje z IFIT1 oraz scharakteryzowa¢ wzorce tych oddziatywan.

Drugg czes¢ mojej pracy poswiecitem opracowaniu metody detekcji dwuniciowych RNA (dsRNA)
w preparatach mRNA. Czgsteczki dsRNA sa silnymi czynnikami immunogennymi, co moze
prowadzi¢ do niepozadanych reakcji immunologicznych u pacjentéw. Opracowany szybki i czuty
immunotest typu dot-blot umozliwit ocene zawartosci dsRNA w preparatach mRNA, co jest
kluczowe dla kontroli jakosci tych terapeutycznych produktéw.

Trzecia cze$¢ mojej rozprawy skoncentrowana byta na modyfikacjach strukturalnych w regionie
ogona poli(A) mRNA. Moje badania miaty na celu zwiekszenie stabilnosci tej sekwencji na
poziomie DNA oraz poprawe potencjatu translacyjnego mRNA. Zaprojektowane konstrukty
genetyczne, zawierajgce réznorodne uktady heteronukleotydowe, zostaty ocenione pod
wzgledem ich biologicznej aktywnosci in vitro oraz in vivo, co pozwolito na identyfikacje
najbardziej obiecujgcych modyfikacji z potencjatem terapeutycznym.

Opracowane przeze mnie metody i modyfikacje majg na celu udoskonalenie technologii mRNA,
otwierajac nowe perspektywy dla terapii genowych oraz innych zastosowan medycznych. Ich
wdrozenie moze przyczynié sie do zwiekszenia skutecznosci i bezpieczenistwa terapii opartych na
mMRNA, co jest kluczowe dla rozwoju medycyny molekularnej w przysztosci.



