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Ocena rozprawy doktorskiej mgra Tomasza Spiewli pt. ,,Badania nowych
modyfikacji oraz optymalizacja procesu wytwarzania mRNA do
zastosowan terapeutycznych”

Technologia mRNA, ktéra zyskata swiatowe uznanie w czasie pandemii COVID-19,
pozostaje przedmiotem intensywnych badah, zaréowno w kontekScie nowych terapii
przeciwwirusowych, jak i mozliwosci zastosowania jej w leczeniu nowotworow. Rozprawa
doktorska Tomasza Spiewli stanowi istotny wkiad w rozwéj tej dziedziny, dostarczajac
innowacyjnych metod analizy strukturalnej i funkcjonalnej mRNA oraz oceny jego interakcji
z biatkami kluczowymi dla odpowiedzi immunologicznej. Przedstawione w pracy badania
koncentrujg sie na optymalizacji jakosci preparatdw mRNA, co ma kluczowe znaczenie dla ich
skuteczno$ci terapeutycznej i bezpieczenstwa klinicznego. Znaczenie tej tematyki jest tym
wieksze, ze obecnie pojawiajg sie powazne obawy dotyczgce przysziosci badan nad mRNA,
wynikajgce z potencjalnych cie¢ w finansowaniu przez Narodowe Instytuty Zdrowia (NIH)
w USA. W artykule opublikowanym 21 marca biezgcego roku przez Nature zwrdécono uwage na
fakt, ze juz teraz cze$¢ grantéw zostata anulowana, a naukowcy obawiajg sie, ze badania nad
szczepionkami mMRNA mogg napotykaé na trudno$ci zwigzane z priorytetami finansowania
i zmianami w podejsciu do tej technologii. W kontekscie tych ograniczen prace takie jak

rozprawa Tomasza Spiewli nabierajg szczegdlnej wagi, dostarczajgc rzetelnych danych
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i nowych metodologii pozwalajgcych na dalsze doskonalenie technologii mRNA. Wobec
narastajgcych wyzwan, zarowno naukowych, jak i finansowych, prezentowane wyniki badan

stajg sie cennym zrédtem wiedzy dla przysztych prac w tym obszarze.

Rozprawa doktorska mgra Tomasza Spiewli powstata pod wspélng opiekg naukowg dr
hab. Joanny Kowalskiej z Zaktadu Biofizyki Instytutu Fizyki Doswiadczalnej Wydziatu Fizyki oraz
prof. dra hab. Jacka Jemielitego z Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu Warszawskiego.
Praca ma imponujgcg objetos¢, obejmujgc 218 stron i zostata napisana w sposob przejrzysty
oraz uporzagdkowany, co utatwia odbior tresci. Po sekcjach zawierajgcych podziekowania, spis
tresci, wykaz skrotow, zestawienie dorobku naukowego oraz streszczenie, Autor zamiescit
rozbudowany przeglad literatury. Jego celem byto utatwienie zrozumienia specjalistycznej
terminologii zwigzanej z biologig oraz chemig bioorganiczng, co moze stanowi¢ wyzwanie dla
badaczy o fizycznym lub pokrewnym zapleczu naukowym. Cel badawczy rozprawy doktorskiej
zostat precyzyjnie okreslony w krétkim rozdziale |, ktéry petni takze role wprowadzenia do
gtdwnych zagadnienh oraz przyjetej metodologii. Rozdziat | poprzedza szczegdtowe zestawienie
wystgpien konferencyjnych ale takze publikacji Autora, obejmujace zaréwno artykuty naukowe
bezposrednio zwigzane z tematykg pracy, jak i te niezwigzane. Liczba tych ostatnich robi
wrazenie, co $wiadczy nie tylko o ogromnej pracowitosci Autora, ale takze o jego dgzeniu do
doskonalenia warsztatu naukowego pod okiem bardziej doswiadczonych kolegéw. Rozdziat I,
zatytutowany ,Przeglad literatury”, oferuje szczegodtowy przeglad badan dotyczacych mRNA,
uwzgledniajgc wspotczesne wyzwania oraz najnowsze Kierunki rozwoju w tej dziedzinie. Autor
przedstawia aktualny stan wiedzy, zwracajgc uwage na luki w dotychczasowych badaniach
i otwarte problemy badawcze. W kolejnym podrozdziale oméwiona zostaje gtéwna technika
eksperymentalna, wybrana i zastosowana przez Autora w badaniach — termoforeza
mikroskalowa. Lektura rozdziatow | i Il pozwala czytelnikowi lepiej zrozumie¢ wyniki
przedstawione w kolejnych czesciach rozprawy, jednoczesnie pobudzajgc zainteresowanie
dalszymi aspektami badan. Wyniki wkasnych badan Autora zostaly przedstawione w rozdziale
lll, zatytutowanym ,Badania wiasne”. Rozdziat ten opisuje realizacje szeregu ambitnych
i czasochfonnych zadan badawczych w ramach projektu doktorskiego. Zadania te wymagaty
zaawansowanej wiedzy z zakresu syntezy organicznej, a takze umiejetnosci w dziedzinie
biofizyki i spektroskopii molekularnej, w tym spektroskopii fluorescencyjnej. Opisane badania

tworzg logiczng i prawdopodobnie chronologiczng sekwencje, w ktérej wyniki wczesniejszych



prac byty podstawg do realizacji kolejnych etapéw. W ramach cyklu badawczego skupiono sie
na kilku kluczowych obszarach: (i) opracowaniu biofizycznych metod oceny wptywu réznych
modyfikacji na koricu 5’ RNA (analogi kapu RNA) na interakcje RNA z biatkiem IFIT1, ktore jest
czescig wrodzonego uktadu odpornosciowego cztowieka, (i) poprawieniu metod wykrywania
dwuniciowych czgsteczek RNA (dsRNA) w preparatach mRNA, oraz (iii) zbadaniu wptywu
modyfikacji strukturalnych ogona poli(A) na koricu 3' RNA na wybrane wiasciwosci matryc DNA

i czgsteczek mRNA.

W Swietle wynikéw uzyskanych w trakcie realizacji badan udato sie zaprojektowac
nowg metode analizy czgsteczek RNA. Z duzym uznaniem przyjgtem podejscie oparte
na wykorzystaniu fluorescencji. Autor stworzyt precyzyjng technike badania interakcji
czgsteczek mRNA z biatkiem IFIT1, wykorzystujgc termoforeze mikroskalowg (MST). Pozwala
ona ocenic, jak zmienione wersje czgsteczek wptywajg na ich rozpoznawanie przez ukfad
odpornosciowy. Dzieki powyzszemu, mozliwe jest lepsze dostosowanie ich struktury
do zastosowan medycznych. Autor udoskonalit sposoby wykrywania niepozgdanych form RNA.
W nastepstwie tych badan, doprowadzit do stworzenia prostszego i szybszego testu
umozliwiajgcego wykrycie zanieczyszczen powstajgcych podczas produkcji, co moze znaczgco
poprawi¢ jakos¢ terapii opartych na tych czgsteczkach. Nowe podejscie eliminuje ograniczenia
dotychczas stosowanych metod, ktére byty czasochtonne i mniej dokfadne. Wprowadzona
technika bazuje na specyficznym rozpoznawaniu niepozadanych form RNA, co pozwala na ich
selektywne wykrywanie. Dzigki temu mozna skuteczniej minimalizowaé ryzyko niepozgdanych
reakcji w organizmie. Metoda ta zostata przetestowana na wielu prébkach i wykazata wysoka
powtarzalno$¢ wynikéw, co potwierdza jej wiarygodno$é. Wykorzystanie tej technologii moze
znaczgco poprawi¢ jakos¢ RNA stosowanego w medycynie, zwiekszajgc jego stabilnosé

i ograniczajgc skutki uboczne.

Kolejnym interesujgcym kierunkiem prac badawczych pana Spiewli bylo
przeprowadzenie szerokiej analizy zmian chemicznych wplywajgcych na trwatos¢ RNA.
Oceniono, w jakim stopniu zmiany w dtugosci i strukturze ogona poli(A) wptywaja
na efektywnos¢ translacji w uktadach komérkowych. Eksperymenty wykazaty, ktére modyfikacje
sprawiaja, ze te czgsteczki sg bardziej odporne na rozktad. O ogromnym znaczeniu tych badan
niech $wiadczy fakt, ze prace w tym obszarze zostaty wczoraj opublikowane w prestizowym

czasopiémie Nature, gdzie pan magister Spiewla jest wspdtautorem. Jest to istotny krok



w kierunku tworzenia bardziej efektywnych terapii. Odkrycia pana magistra Spiewli pokazuja,
ze okreslone zmiany w sekwencji czgsteczek mogg zwigkszaé ich aktywnosé, a to moze
wspieraé rozwoj skuteczniejszych lekéw. Przeprowadzono eksperymenty w komodrkach
ssaczych oraz uktadach modelowych, aby zbadac¢ efektywno$¢ translacyjng zmodyfikowanego
MRNA. Doktorant potwierdzit ponadto, ze niektére zmiany moga zmniejszaé ryzyko reakcji
obronnych organizmu. Jego badania wykazaty, ze okreslone modyfikacje powoduja, ze komorki
rzadziej traktujg wprowadzane RNA jako zagrozenie. Odkrycie to ma kluczowe znaczenie dla
bezpieczenstwa terapii, a jednoczesnie pokazuje, jak duzym wyzwaniem jest kontrola obiektow
w skali nano tak, aby spetniaty nasze oczekiwania dotyczace organizacji i dziatania w bardziej

ztozonych systemach.

Wyniki zaprezentowane w rozprawie przesuwajg niewatpliwie granice poznawcze, ale

nasuwajg jednoczesnie pewne pytania, ktére formutuje ponizej:

e Z danych eksperymentalnych zawartych na stronie 95 wynika, ze pomiary MST
prowadzono w kapilarach o objetosci 4 ul z wykorzystaniem Swiatta w zakresie
podczerwieni. Czy mogiby Pan podag, jaki byt rozmiar plamki lasera ogniskowane;j
na kapilarze i jak ta wartos¢ odnosi sie do wymiarow geometrycznych samej kapilary?

e Jakie, wedlug Pana, sg zasadnicze zalety metody mikroskalowej termoforezy (MST)
w porownaniu z technikg korelacji fluorescencji (FCS) w kontekscie analizy
oddziatywan molekularnych? Interesuje mnie w szczegdlnosci kwestia absorpcji
promieniowania podczerwonego przez roztwoér. Czy obserwowane ostabienie sygnatu
fluorescencji wynika w tym przypadku gtéwnie z efektow dyfuzyjnych, czy tez ma

charakter dynamicznego wygaszania?

Przechodzac do podsumowania, nalezy podkreslié, ze mgr Tomasz Spiewla przedtozyt
rozprawe doktorskg opartg na wynikach licznych, samodzielnie zrealizowanych badan
0 wysokim stopniu innowacyjnosci i zaawansowania. Przedstawione w pracy eksperymenty
cechujg sie przygotowaniem koncepcyjnym oraz duzg starannoscig wykonania. Zarowno
stopien trudnosci podijetej problematyki, jak i poziom jej rozwigzania sg w petni zgodne
z wymaganiami stawianymi rozprawom doktorskim, co potwierdza spetnienie kryteriow
okreslonych w obowigzujgcych przepisach. Istotna cze$¢ rezultatdw badawczych uzyskanych

w ramach projektu zostata opublikowana w postaci artykutéw naukowych w prestizowych,



recenzowanych czasopismach miedzynarodowych. Nalezy rowniez zaznaczy¢, ze doktorant
rozwijat swoje kompetencje badawcze, uczestniczagc w pokrewnych projektach naukowych,
ktorych efektem byty kolejne publikacje. W zwigzku z powyzszym wnosze o dopuszczenie pana
mgr. Tomasza Spiewli do dalszych etapéw postepowania doktorskiego, w szczegdlnosci do

publicznej obrony.

Biorgc pod uwage zakres przeprowadzonych prac oraz range uzyskanych wynikow,
wnosze réwniez o uznanie przedmiotowej rozprawy doktorskiej jako wyrézniajgcej. Gtéwne
osiggniecia rozprawy doktorskiej Tomasza Spiewli polegajg na okresleniu wptywu modyfikacji
chemicznych kapu 5" mRNA na jego interakcje z biatkiem IFIT1 oraz okresleniu modyfikaciji

chemicznych ogona poli(A) na wtasciwosci czgsteczek mRNA.

Uprzejmie prosze o przyjecie moich rekomendac;i.



