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Prof. dr hab. Piotr Bednarczyk
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RECENZIJA
rozprawy doktorskiej Pana mgr Tomasza Spiewli
pt. ,Badania nowych modyfikacji oraz optymalizacja procesu
wytwarzania mRNA do zastosowan terapeutycznych”

wykonanej pod kierunkiem dr hab. Joanny Kowalskiej
i prof. dr. hab. Jacka Jemielitego.

Ponad 30 letni rozwdj technologii mRNA jest w szczegodlnosci
wykorzystywany w szczepionkach oraz terapiach genowych.
Gtéwnym wyzwaniem pozostaje niska stabilnos¢ mRNA, ktore
jest szybko degradowane w komédrkach. Naturalne mRNA
posiada ochronne struktury na koricach, takie jak czapeczka na
koricu 5' i ogon poli(A) na koricu 3', ktére chronig przed
degradacja i wspomagaja translacje. Te struktury sg kluczowe dla
stabilnoci mMRNA oraz jego funkcji w komdrkach. W ostatnich
latach opracowano szereg nowych metod modyfikacji mRNA,
ktdre znaczaco poprawity jego aktywnosé biologiczng, co stato
sie podstawg do opracowania wielu terapii
przeciwnowotworowych oraz dalszych bada w tym obszarze.
Przedstawiona rozprawa doktorska znakomicie wpisuje sie
w ten ciggle zywy nurt badan.

Pierwsza czes$¢ rozprawy dotyczy opracowania biofizycznej
metody badania interakcji RNA z biatkiem IFIT1, ktére wykrywa
i neutralizuje egzogenne RNA w komdrkach. Celem byto
zrozumienie, jak ludzki uktad immunologiczny rozpoznaje
syntetyczne mRNA, co moze poméc w projektowaniu
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terapeutycznych  mRNA.  Zastosowano technike termoforezy mikroskalowe;,
umozliwiajaca precyzyjne badanie interakcji molekularnych. Badano oddziatywania mRNA
z réznymi modyfikacjami strukturalnymi w obrebie korica 5" mRNA, zwracajgc uwage na
wptyw modyfikacji chemicznych na powinowactwo do biatka IFIT1. Otrzymane wyniki
wykazaty, ze zmodyfikowane RNA moze mieé nizsze powinowactwo do biatka IFIT1, co
moze prowadzi¢ do obnizenia immunogennosci MRNA, a tym samym poprawic jego
zastosowanie w terapiach.

Druga cze$é rozprawy dotyczy opracowania metody wykrywania dwuniciowego RNA
(dsRNA) w preparatach mRNA. Czasteczki dsRNA maja silne wiasdciwosci immunogenne,
ktére moga wywotywaé reakcje zapalne i obnizaé skutecznosé terapii mRNA. Autor
opracowat metode detekcji dsRNA opartg na immunotescie typu dot-blot, wykorzystujac
specyficzne przeciwciata, co pozwolito na precyzyjne okreslenie ich zawartosci na
réznych etapach przygotowania mRNA. Metoda zostata przetestowana na preparatach
mRNA i wdrozona w firmie Explorna Therapeutics do standardowe; kontroli jakosci.

W trzeciej czes$é, doktorant skupia si¢ na opracowaniu modyfikacji strukturalnych
w regionie ogona poli(A) MRNA, majacych na celu zwigkszenie jego stabilnosci oraz
potencjatu translacyjnego. Wprowadzono rézne uktady heteronukleotyddéw, tworzac
zmodyfikowane ogony poli(A) o budowie modutowej, ktére nastepnie amplifikowano w
wektorach plazmidowych. Przeprowadzono badania biologiczne na kilku genach
reporterowych, takich jak lucyferaza i erytropoetyna, ktére wykazaty, ze modyfikacje
ogona poli(A) moga znaczaco zwigkszy¢ produkcje biatek. Jedna z modyfikacj,
zawierajaca cytozynowe heteronukleotydy, wykazata szczegdlnie wysoka efektywnosc,
co czyni ja obiecujaca dla zastosowarn terapeutycznych.

Opracowane biofizycznej metody oceny powinowactwa RNA z modyfikowanymi kapami
do biatka IFIT1 oraz detekcji dwuniciowego RNA (dsRNA) w preparatach mRNA pozwalaja
na doktadniejsza analize tych czasteczek i kontrole jakosci produkcji mRNA, co ma
kluczowe znaczenie dla terapii MRNA. Dodatkowo, wyselekcjonowane modyfikacje ogona
poli(A) poprawiajg zaréwno stabilno$é, jak i potencjat translacyjny mRNA, co zwiekszaich
uzyteczno$é w zastosowaniach terapeutycznych. Wydaje sie, ze te innowacje otwierajg
nowe mozliwosci dla dalszych badar i rozwoju technologii MRNA w medycynie.

Przedstawiona do recenzji rozprawa stanowi monografie opracowang zgodnie z zasadami
przyjetymi dla prac do$wiadczalnych w zakresie nauk przyrodniczych. Zawiera 218 stron
ijest podzielona na: Spis tresci, Wykaz skrétéw, Dorobek naukowy, Streszczenie, Cel
pracy, Cze$¢ literaturowa, Badania wtasne, Podsumowanie badari wtasnych, Czesé
eksperymentalng i Bibliografie. Tematyka badawcza, bez watpienia, podejmuje aktualne
trendy badawcze. Wigkszosé wszystkich cytowani stanowig publikacje z ostatnich 10 lat.
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Prace badawcze wykonane zostaty w Laboratorium Chemii Biologicznej w Centrum
Nowych Technologii UW, w zakfadzie Biofizyki IFD, Wydziatu Fizyki UW oraz w firmie

Explorna Therapeutics.

Praca zostata zrealizowana w ramach |V edycji programu _Doktorat wdrozeniowy"
finansowanego przez MNiSW (umowa nr DWD/4/46/2020).

Dorobek doktoranta jest imponujacy. Zawiera 9 opublikowanych prac (w tym 1 jako
pierwszy autor) i 4 w trakcie oceny badZ w przygotowaniu (w tym 1 jako pierwszy autor).
Wszystkie prace sa wieloautorskie, ktére ukazaly sie w znaczacych czasopismach
o wysokim wspotczynniku  wptywu. Doktorant jest rowniez pierwszym autorem
zgtoszenia migdzynarodowego PCT wynalazku pt.. ,RNA molecules with modified 3'
terminal sequences and application thereof”. Numer zgtoszenia: PCT/PL2024/050093.
Znak: PZ/9951/RW/PCT, podmiot zgtaszajacy Sie¢ Badawcza tukasiewicz PORT Polski
Oérodek Rozwoju Technologii. Swoje badania prezentowat na wielu konferencjach przede
wszystkim zagranicznych, w tymna prestizowych spotkaniach organizowanych w ramach
Gordon Research Seminar.

Tytut rozprawy doktorskiej jest sformutowany poprawnie i w petni odzwierciedla cel
badar przeprowadzonych przez doktorantke.

Cel rozprawy doktorskiej zawarty zostat na stronie 17 i dotyczy:

(i) opracowania metody oceny potencjalnej immunogennosci czasteczek RNA
zakoriczonych réznymi analogami kapu na podstawie ich oddziatywania z
biatkiem IFIT1,

(i) opracowania metody umozliwiajace]j detekcje dwuniciowych czasteczek RNA
w preparatach mRNA oraz

(i)  opracowania modyfikacji sekwencji poli(A) nadajacych zwigkszony potencjat
translacyjny mRNA.

W czesci literaturowej doktorant w dziewigciu podrozdziatach przedstawia podstawy
kwaséw nukleinowych, opisuje biatka oddziatujgce z sekwencjg 3'-koricowg MRNA,
podejmuje sie opisu wrodzonego uktad odpornosciowy, przedstawia perspektywy
terapeutycznego wykorzystania czasteczek mRNA, opisuje metody otrzymywania
syntetycznych czasteczek mRNA, przedstawia mozliwe modyfikacje mMRNA wptywajgce
na efekt biologiczny czasteczki, charakteryzuje metody wprowadzania ogona poli(A) do
mRNA i na zakoriczenie skupia uwage czytelnika na termoforezie mikroskalowej
w badaniach interakcji kwaséw nukleinowych z biatkami. Warto podkresli¢, ze ten rozdziat
jest bogaty w ilustracje, schematy, graficzne przedstawienie szlakéw co daje mozliwos¢
obrazowego éledzenia wprowadzanego materiatu. Czgsc rysunkow zostata przygotowana
przez doktoranta, a inne s3 modyfikacja juz istniejgcych w innych opracowaniach.
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Ta cze$é rozprawy doktorskiej zostata napisana poprawnie zarowno pod wzgledem
merytorycznym jak i jezykowym. Jego forma i treéé éwiadcza o dobrym przygotowaniu

teoretycznym doktoranta do realizacji postawionych celow rozprawy doktorskiej.

Kolejny rozdziat jest poswigcony otrzymanym wynikom i zawiera opis wyboru uktadu
pomiarowego i otrzymywanie reagentéw do badan, syntezy kapowanych czasteczek RNA,
przygotowania fluorescencyjnie znakowanego biatka IFIT1, opis badania oddziatywania
kapowanych czastek RNA z IFIT1 metoda termoforezy mikroskalowej, opis wykrywania
dwuniciowych RNA w preparatach mRNA z wykorzystaniem testu dot-blot oraz
modyfikowanych sekwencji ogona poli(A), jako element rozwoju technologii MRNA do
zastosowan  terapeutycznych. Pan mgr Tomasz Spiewla przedstawit oraz
udokumentowat otrzymane wyniki w formie opisowej oraz graficznej. Rozdziat ten
zawiera rysunki, ktdre przedstawiajg wykresy, tabele, schematy postepowania czy zdjecia.
Dodatkowo, rozdziat ten zostat podzielony na czgsci korelujace z celami, a na zakonczenie
kazdego znajduje sig podsumowanie. Tak zorganizowany rozdziat utatwia
usystematyzowanie oraz zrozumienie otrzymanych wynikow.

Wyniki zostaty przedstawione jako srednie z btedem, uzyskane z co najmniej trzech
niezaleznych doéwiadczen. Jednak czasami brakuje jednoznacznego okreslenia istotnosci
statystycznej jak na przykfad na rysunku 83 czy 84.

Wyniki zostaty przedstawione wraz z omdwieniem/dyskusjg. Dyskusja zostata
przeprowadzona w oparciu o dane juz opublikowane. Taka forma Swiadczy
o wszechstronnej znajomosci tematu oraz dobrym przygotowaniu merytorycznym
doktoranta. Doktorant konsekwentnie stosuje w tekscie okreslone formatowanie
cytowan co utatwia poruszanie sie po liscie bibliografii.

Cze$é badan wiasnych koriczy sie wnioskami, ktére koreluja uzyskane wyniki
z postawionym celem badawczym oraz wskazujg na oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego.

Czedé eksperymentalna zawiera szczegdtowy opis wykorzystanych zwigzkow
chemicznych i materiatéw, wykonanych syntez, modyfikacji oraz technik
doswiadczalnych. Starannie zaplanowane doswiadczenia zostaty przeprowadzone
z wykorzystaniem wielu technik biofizycznych, biochemicznych czy biologii molekularne;.
Przedstawiony opis metodologii i technik wskazuje na bogaty warsztat badawczy
doktoranta. Wszystko to, $wiadczy o znakomitym przygotowaniu merytorycznym jaki
i technicznym doktoranta do realizacji postawionych celow rozprawy.

Pod katem merytorycznym, przedstawiona rozprawa doktorska zastuguje na wysoka
ocene, jednak chciatbym zwrdci¢ uwage na pewne ogdlne pytania wynikajace gtéwnie
z nie zaspokojonej ciekawosci:
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1. Czy obecnie, z tak duzym bagazem wiedzy zdobytej w toku prowadzenia badan,
skusit by sie Pan do wykorzystania/zaplanowania badar z wykorzystaniem innych
technik, metod do potwierdzenia postawionych celéw badawczych?

2. Czy wiadomo co$ na temat zmian potencjalnej immunogennosci czy stabilnosci
czasteczek RNA zakofczonych réznymi analogami kapu w obecnosci
zanieczyszczen srodowiskowych np. nanoplastiku?

3. Jakie potencjalne wady dostrzega Pan w zastosowaniu opracowanej metody
z wykorzystaniem techniki termoforezy mikroskalowe;j?

Powyzsze pytania nie wptywajg na wysoka ocene wartosci merytorycznej rozprawy.

Catoéé rozprawy doktorskiej oceniam bardzo pozytywnie. Pragne podkresli¢, ze Pan mgr
Tomasz Spiewla znakomicie wywigzat si¢ z postawionych zadar z wykorzystaniem
szerokiego spektrum technik i metod biofizycznych, biochemicznych czy biologii
molekularnej oraz wykazuje umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.
Praca wypetnia luke badawcza a podjeta tematyka jest aktualna i ma potencjat
publikacyjny czy aplikacyjny.

Przedmiotem rozprawy doktorskiej jest oryginalne rozwiazanie problemu naukowego
w zakresie zastosowania wynikéw wtasnych badan naukowych w sferze gospodarcze;.

Stwierdzam z caty przekonaniem, ze rozprawa doktorska Pana mgr Tomasza Spiewli
pt. ,Badania nowych modyfikacji oraz optymalizacja procesu wytwarzania mRNA do
zastosowan terapeutycznych” spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszyminauce (Dz.U.z2021r.poz. 478,619, 1630). Zatem
zwracam sie do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Fizyczne, Uniwersytetu Warszawskiego
z whnioskiem o dopuszczenie Pana Tomasza Spiewli do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Z uwagi na oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, znaczaca wartos¢ naukowa
otrzymanych wynikéw, wyjatkowg starannos$¢ w opracowaniu oraz przedstawieniu tak
duzego materiatu badawczego wnosze o wyrdznienie przedstawionej do oceny rozprawy
doktorskiej.
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Prof. dr hab. Piotr Bednarczyk



