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Praca doktorska Pani Marii Nalewaj dotyczy charakteryzacji wystepowania G-kwadruplekséw (G4) w
strukturze genomu wirusa grypy typu A, a takze mozliwosci wigzania tych struktur przez wybrane
ligandy specyficznie oddziatujagce z G4. Tematyka pracy jest zatem istotna dla zrozumienia biologii
wirusow RNA, a takze dla mozliwosci rozwoju potencjalnych terapii przeciwwirusowych. Zagadnienia
te sg istotne dla rozwoju dyscypliny nauki biologiczne a praca stanowi wartosciowy wktad w rozwdj
poddziedziny, kt6rg mozna by okresli¢ jako wirusologie molekularna.

Praca jest ztozona z kilkudziesieciu stron wstepu oraz zawiera dwie opublikowane prace oryginalne
poprzedzone ich krétkim oméwieniem. Wstep zawarty w pracy, jak i dodatkowa publikacja
przegladowa wchodzgca w jej sktad, demonstrujg bogatg i wyczerpujaca wiedze kandydatki w obszarze
biochemii RNA, G4, wigiacych je ligandéw oraz szeregu metod badania tych struktur i oddziatywan.
Praca zawiera rowniez omowienie procesdw biologicznych, ktore moga podlegac regulacji przez G4, a
takze wprowadzenie do biologii wiruséw RNA. Naleiy uznac, ze kandydatka prezentuje ogblng wiedze
catkowicie spefniajagca wymagania stawiane osobie ubiegajacej sie o nadanie stopnia doktora w
dyscyplinie nauki biologiczne.

Sposéb omoéwienia prezentowanych zagadnieni i wynikdw, swoboda poruszania sie po tematyce oraz
logika konstrukcji wywodu, Swiadczg o Swietnym przygotowaniu kandydatki do pracy naukowej i o jej
samodzielnosci w pracy badawczej. Opisane wyniki stanowig oryginalny wkiad kandydatki w postaci:
wykrycia kilkunastu PQS, udowodnienia tworzenia sie struktur kilku G4 in vitro, a takie pokazania
mozliwosci potencjalnejinterwencji w replikacje wirusa grypy w komaérkach (na uktadzie minireplikonu
grypy). Szczegblne uznanie budzg nastepujace aspekty pracy kandydatki. Po pierwsze, uzycie kilku
niezaleznych metod biofizycznych w celu opisania wtasciwosci badanych RNA i ich podatnosci na
wigzanie ligandow. Po drugie, systematycznos¢ i doktadnos¢ w zestawianiu wynikéw w sposéb
krzyzowy, omowieniu poszczegdlnych parametrow, poszukiwaniu przyczyny pewnych rozbieznoéci. Na
uwage zastuguje rowniez potaczenie metod bioinformatycznych a nawet obliczeniowych z
doswiadczalnymi. Wreszcie, spojnos¢ tematyczna i logiczna kolejno$é podejmowanych badan,
uktadajgca sie w zgrabnga, dwuczesciowg prace doktorska o solidnym biochemicznym charakterze.

Nie mam watpliwosci, ze prezentowana praca stanowi bardzo dobrg podstawe do nadania stopnia
doktora. Ponizej przytaczam kilka nasuwajacych sie pytan, ktére w zadnej mierze nie umniejszaja
wartosci pracy kandydatki, a do ktérych moze ustosunkowac sie podczas obrony.

1. W opisie wykrytych G4, zwtaszcza 1Q, 7Q, 11Q, brakuje schematu wizualizujgcego tréjwymiarowa
strukture tych motywow RNA, ze wskazaniem pozycji, ktére poddane byly zamianie na A w
wersjach zmutowanych, a takie ktdére ulegly naturalnej mutacji w szczepie PR8. Model 1Q z



symulacji (Rys. 12-13, praca z 2025 r.) réwniez pozostaje nieoznaczony co do szczegdtow —
tozsamosci zasad a nawet koncow.

Brakuje mi réwniez zestawienia razem sekwencji wersji zmutowanych oraz PR8 dla 1Q, 7Qi 11Q.
Pobiezne porodwnanie uwidacznia, ze punkty mutacji w duzej mierze sie pokrywajg. W jaki sposob
whnioski z pracy z 2021 r. dla wersji zmutowanych mogty by zostaé¢ uzyte do dyskusji wynikow
uzyskanych dla PR8 w pracy z 2025 r.?

Omowienie zmiennosci konformacji petli w 1Q na podstawie symulacji (Rys. 13, praca z 2025 r.)
zyskato by na przedstawieniu wykresu sredniej fluktuacji (RMSF) vs. pozycji nukleotydu w
sekwencji. Czy zmiennos¢ konformacyjna ulega antykorelacji z konserwacjg sekwencji w danej
pozycji?

Tabela 2 w pracy z 2025 r. prezentuje wartosci dla drugiego miejsca wigzania TMPyP4 w
kolumnach dla zmutowanych wersji. Podejrzewam, Ze zaszto nieumysine przesuniecie
formatowania — chyba, ze dane te dotycza zmutowanych wersji?

Wartosci dla 1.25 pM TMPyP2 na Rys. 15 w pracy z 2025 r. nie zostaty uwidocznione i wydaje sie,
ze powinny zostac catkowicie usuniete z wykresu. Co oznaczajg litery A-F nad stupkami wartosci?
Jak ttumaczy¢ moina porownywalny efekt TMPyP2 w poréwnaniu z TMPyP4 (zblizone wartosci
IC50) w Swietle tego, ze TMPyP2 zamierzone byto jako kontrola negatywna?

Chetnie ustyszatabym, co kandydatka mysli o podejrzewanym braku badanych G4 w pozycjach
zmutowanych w genomie szczepu PR8. Jakie mogg by¢ funkcjonalne przyczyny i konsekwencje
tych zmian w strukturze vRNA lub mRNA?

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca
2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.) oraz w Sposobie
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu
(uchwata Rady Naukowej ICHB PAN nr 40/2025/Internet/RN_140 z dnia 18 marca 2025 r.) i wnioskuje
do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Pani Marii Nalewaj do dalszych
etapow postepowania o nadanie stopnia doktora.
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