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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pana mgr Tomasza Spiewli o temacie: ,,Badania nowych modyfikacji oraz optymalizacja
procesu wytwarzania mRNA do zastosowan terapeutycznych” wykonanej pod opieka
dr hab. Joanny Kowalskiej (Uniwersytet Warszawski, Wydzial Fizyki, Instytut Fizyki
Doswiadczalnej, Zaklad Biofizyki) oraz prof. dr hab. Jacka Jemielitego (Uniwersytet

Warszawski, Centrum Nowych Technologii oraz Explorna Therapeutics sp. z o0.0.)

Jednym z gléwnych ograniczen wplywajgcych na efektywnosé stosowania
syntetycznych mRNA w terapiach i szczepionkach jest niska stabilno$¢ czasteczek mRNA w
warunkach fizjologicznych. Wynika to z faktu, ze w komérkach eukariotycznych mRNA ulega
stosunkowo szybkiej degradacji a proces ten inicjowany jest gtéwnie na koncach 5’ 1 3’
czasteczki mRNA. Stad tez istnieje konieczno$¢ prowadzenia cigglych badan nad
udoskonaleniem metod modyfikacji syntetycznego mRNA, ktore zwickszg jego aktywnos¢
biologiczna, wplyng na stabilnos¢ 1 znaczaco opdznig jego degradacje w komorce. W zwigzku
z powyzszym uwazam, ze podjety temat badawczy jest bez watpienia niezwykle istotny dla
rozszerzenia wiedzy na temat biologii RNA, ale przede wszystkim ma réwniez zastosowanie
aplikacyjne a prowadzone przez Pana mgr Tomasza Spiewle badania z pewnoscia przyczynig
si¢ do rozwoju i usprawnienia technologii terapeutycznego wykorzystania syntetycznych

czasteczek mRNA w medycynie.



Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pana mgr Tomasza Spiewli zostala
zrealizowana w ramach programu ,,Doktorat wdrozeniowy”. Rozprawa doktorska jest
kompletna, posiada uktad monografii i podzielona jest na sze$¢ gléwnych czgsci obejmujacych
cel pracy, czesé literaturowa, badania wlasne zawierajace opis wynikow, podsumowanie badan
wlasnych, cze$¢ eksperymentalng zawierajacg opis stosowanych metod i technik badawczych
oraz bibliografie. Dodatkowo w rozprawie zawarto spis tresci, wykaz najwazniejszych skrotow,
dorobek naukowy Pana Magistra oraz streszczenie. Cato$¢ liczy 218 numerowanych stron. W
rozprawie doktorskiej nie ma wydzielonej klasycznej Dyskusji ale elementy te zawarte sag w
czesci Badania wlasne. PiSmiennictwo liczy 373 numerowanych pozycji obejmujacych w
wiekszo$ci prace opublikowane w ostatnich latach, co $wiadczy o aktualnosci i wysokiej
wartos$ci podjetego tematu badawczego. Jezyk manuskryptu oceniam jako bardzo dobry,
wypowiedZ prowadzona jest w sposéb jasny, bez niepotrzebnych powtdrzen i zauwazalnych
bledéw. Autor posiada rozlegly wiedz¢ w temacie swoich badan a jednoczesnie wykazat sig
bardzo dobrym stylem pisania co sprawia, Zze lektura tej rozprawy doktorskiej byta wielka
przyjemnos$cig. Pod wzgledem formalnym recenzowany manuskrypt spetnia wszelkie wymogi

stawiane rozprawom doktorskim.

W poczatkowej czesci rozprawy doktorskiej Pan mgr Tomasz Spiewla przedstawit
krotkie uzasadnienie podj¢cia realizowanych badan oraz nakreslit trzy gléwne cele badawcze.
Cele te obejmowaly: (i) zbadanie interakcji pomigdzy kapowanymi czgsteczkami RNA a
ludzkim biatkiem IFIT1 nalezagcym do rodziny biatek indukowanych interferonami typu I, (i)
opracowanie taniej i szybkiej metody detekcji dwuniciowych czasteczek RNA (dsRNA) w
preparatach mRNA, oraz (iii) opracowanie modyfikacji konca 3° mRNA nadajacych

zwigkszony potencjal translacyjny mRNA. Cele pracy opisane sg w sposob syntetyczny i jasny.

W kolejnej czesSci Autor przedstawit aktualny stan wiedzy na temat budowy i
metabolizmu kwasow nukleinowych (gléwne RNA), rozpoznawania wirusowego RNA przez
receptory wrodzonego uktadu odpornosciowego i dalszych etapow wrodzonej odpowiedzi
immunologiczne] na te czasteczki, a takze opisal metody otrzymywania syntetycznych
czasteczek mRNA, ich modyfikacji oraz mozliwosci wykorzystania w terapii i szczepionkach.
Dodatkowo Autor zawart krotkie wprowadzenie do stosowanej w badaniach techniki
termoforezy mikroskalowej. Jedno z pytan, ktére nasungto mi sie w trakcie lektury
poczatkowych fragmentéw rozprawy doktorskiej, dotyczace wyboru techniki termoforezy

mikroskalowej, zostalo zaadresowane przez Pana Magistra w tym fragmencie cze¢sci
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literaturowej. Co istotne, Autor przedstawil nie tylko argumenty przemawiajace za wyborem
tej techniki ale odniést sie takze do jej ograniczen. Cata cze$¢ literaturowa jest dosy¢ obszerna
i zawiera sie na 85 stronach. Chciatbym jednak podkresli¢, ze kazda czg$¢ tego rozdziatu jest
napisana w sposob bardzo staranny, zrozumialy i z zachowaniem rzetelnosci jakg wymaga
przedstawienie przegladu literatury. Bardzo mi sie podoba, ze na poczatku niektérych
podrozdziatéw Autor odnosi si¢ do historii badan przedstawiajgc krétki rys historyczny
kluczowych dla tematu doktoratu odkry¢. Jednoczesnie Autor przedstawil takze liczne
zastosowania aplikacyjne opisywanych badan, ktére znalazty juz zastosowanie badz sg na
etapie wdrozenia. Informacje zawarte w tej czesci rozprawy doktorskiej sg przedstawione w
sposob bardzo przejrzysty a ich uzupelnienie stanowig liczne ryciny (59 rycin), ktore zostaly
wykonane samodzielnie przez Autora badz zostaly zapozyczone z cytowanych publikacji. Co
prawda w tek$cie zabraklo odniesienia do ryciny nr 5 a piszgc o interferonach i ich roli w
odpowiedzi przeciwwirusowej nie zawsze jest sprecyzowane, ze chodzi o interferony typu I, to
w zasadzie nie mam zadnych uwag do tej czeséci doktoratu. Uwazam, ze kolejne podrozdziaty
czesci literaturowej stanowig swoje logiczne nastepstwo a cato$é stanowi cenne kompendium
wiedzy na temat technologii mRNA. Tre$¢ oraz sposdéb opracowania czesci literaturowej
$wiadczg o bardzo dobrej znajomos$ci przez Pana Magistra zagadnien odnoszacych sie do

tematu rozprawy doktorskiej 1 w pelni wypelnia ogdlne wymagania stawiane temu rozdziatowi.

Wyniki uzyskane przez Pana Magistra zostaly starannie opisane w liczacej 78 stron
czesci Badania wlasne. Chciatbym podkreslié, ze ta czgs¢ rozprawy doktorskiej zawiera nie
tylko syntetyczny opis wynikéw oraz ich graficzne przedstawienie na 61 rycinach i siedmiu
tabelach, ale Autor opisal caly proces badan i analiz, ktére wykonywat w trakcie realizacji
celow badawczych. Widaé, ze poszczegélne etapy badan byly starannie zaplanowane i
wynikaly z doglebnej analizy wynikéw otrzymanych na wezesniejszych etapach pracy oraz
analizy danych literaturowych. Swiadczy to o duzej dojrzatosci naukowej Pana Magistra oraz
jego zdolnosci do prawidiowej interpretacji otrzymanych wynikow i poszukiwania najlepszych
sposobow na weryfikacje stawianych hipotez, ktorych realizacja nie zawsze jest tatwa i wigze
si¢ z wykorzystaniem szerokiego wachlarza technik badawczych. Badania wlasne zawieraja
bardzo duzo cennych wynikéw naukowych, z ktoérych ogromna czes¢ to dane nowe, wnoszace
istotny wklad do wiedzy na temat wplywu modyfikacji koncow 5° i 3> mRNA na jego
aktywno$¢ biologiczng i stabilno$¢. Co istotne, w odniesieniu do wdrozeniowego charakteru
doktoratu, uwazam, ze wiele z tych wynikéw moze znaleZ¢ zastosowania aplikacyjne a niektore

opracowane przez Autora procedury juz znalazly zastosowanie w technologii mRNA. Nalezy
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zatem stwierdzi¢, ze przedstawione przez Pana Magistra wyniki wskazuja na realizacj¢
zatozonych wezesniej szczegdlowych celéw badawcezych, majg nowatorski charakter i wpisuja
sie w idee doktoratu wdrozeniowego. W odniesieniu do celéw badawczych, ktére Pan Magister
nakreslit na poczatku swojej pracy doktorskiej, do najwazniejszych osiggnie¢ przedstawionych
w rozprawie doktorskiej zaliczam:

1. Opracowanie biofizycznej metody oceny powinowactwa czasteczek mRNA z
réoznymi modyfikowanymi analogami kapu do biatka IFIT1, co umozliwito
doktadne scharakteryzowanie wptywu konkretnych modyfikacji chemicznych na
oddziatywanie z badanym biatkiem. Podkresli¢ nalezy, ze opracowana metoda
zostata wdrozona w firmie Explorna Therapeutics do charakterystyki syntetycznych
analogéw konca 5° mRNA.

2. Wyselekcjonowanie analogow kap, ktore wykazywaty nizsze powinowactwo do
biatka IFIT1 co moze $wiadczy¢ o ich zmniejszonej immunogennosci.

3. Opracowanie czulte], powtarzalnej i wysokoprzepustowej metody analizy dot-blot
dsRNA, ktérg wdrozono w firmie Explorna Therapeutics do rutynowego badania
obecno$ci immunogennych zanieczyszczen dSRNA w preparatach mRNA.

4. Opracowanie modyfikacji strukturalnych w regionie ogona poli(A) oraz
wyselekcjonowanie modyfikacji wykazujgcych lepszg stabilnos¢ na poziomie DNA
i warunkujgcych zwiekszony potencjal translacyjny czgsteczek mRNA. Wyniki te

staty si¢ podstawa do ztozenia zgtoszenia patentowego.

W koncowej czesci rozprawy doktorskiej zawarte jest podsumowanie badan oraz opis
metod badawczych. Metody badawcze zostaty opisane we wlasciwy sposéb umozliwiajacy
dokladne przesledzenie procedur badawczych. Brak jednak w opisie metod doktadniejszej
informacji na temat analiz statystycznych. Chcialbym réwniez zapytac¢ dlaczego w przypadku
wykreséw obrazujgcych poréwnanie wartosSci Kp uzyskanych dla mRNA z réznymi
modyfikacjami analogéw kapu nie wykonano analiz statystycznych?

Od strony redakcyjnej manuskrypt jest bardzo dobrze przygotowany i czytelny a
nieliczne btedy jezykowe czy edytorskie (np. pomytka w ostatnich linijkach tekstu na str. 141)
nie majg, z mojego punktu widzenia, zadnego wplywu na jednoznacznie pozytywny odbidr
rozprawy doktorskiej. Jednoczesnie realizacja poszczegdlnych celéw badan z wykorzystaniem
bardzo wielu technik badawczych umozliwita Panu mgr Tomaszowi Spiewli zdobycie
odpowiedniego warsztatu badawczego, ktéry mam nadziej¢ bedzie mdgt byé wykorzystany

oraz rozwijany podczas dalszej kariery zawodowe;j.



Jako Recenzentowi pozostaje mi jednak zada¢ pytania nasuwajace si¢ po lekturze

ocenianej rozprawy doktorskiej i majgce gtéwnie na celu poszerzenie dyskusji.

1. Czy rozwazane byly badania jak rézne modyfikacje analogéw kap wplywajg na
immunogennos¢ syntetycznych czasteczek mRNA z zastosowaniem modeli in vitro
badz in vivo? Jaki model badawczy moglby by¢ wykorzystany do tych badan?

2. Na ile wyselekcjonowane modyfikacje analogéw kap beda ograniczaty
zahamowanie translacji badz zmniejszaty apoptoz¢ komoérek?

3. Poniewaz danio pregowany (ang. zebrafish) jako organizm modelowy jest mi
szczegolnie bliski chcialbym zapyta¢ o mozliwo$¢ wykorzystania tego modelu w
realizowanych przez Pana Magistra badaniach. Jak Pan Magister ocenia zalety 1
ograniczenia tego modelu w badaniach nad stabilnoscig i efektywnoscig translacyjna

syntetycznych czasteczek mRNA?

Obowigzkiem Recenzenta jest ocena rozprawy doktorskiej. Oceniajgc rozprawe
doktorska Pana mgr Tomasza Spiewli nie mozna jednak pominaé¢ jego calego dorobku
naukowego, ktory obejmuje 10 oryginalnych artykuléw, 8 wystapien konferencyjnych i jedno
zgloszenie patentowe. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze Pan Magister jest wspotautorem pracy
opublikowanej niedawno w Nature oraz prac opublikowanych m.in. w Nucleic Acid Research,
Advanced Science czy RNA. Dlatego tez, zarowno rozprawe doktorskg jak i pozostaty dorobek

naukowy Pana mgr Tomasza Spiewli oceniam bardzo wysoko.

Podsumowujac, przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr Tomasza
Spiewli, w mojej opinii spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 .
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity: Dz. U. 22024 r. poz. 1571 z p6ézn. zm.)
i zwracam si¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Fizyczne Uniwersytetu Warszawskiego z
wnioskiem o dopuszczenie Pana mgr Tomasza Spiewli do dalszych etapéw postepowania w
sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, w dyscyplinie
nauki fizyczne. Ze wzgledu na wysokg warto$¢ naukows, ale i znaczenie aplikacyjne
przedstawionych w rozprawie doktorskiej wynikéw, z pelnym przekonaniem zwracam si¢ do

Wysokiej Rady z wnioskiem o jej wyr6znienie.
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