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Recenzja rozprawy doktorskiej mgra Damiana Kaniowskiego
»Oligonukleotydy antysensowe i ich nanostruktury skoniugowane z klastrami boru;

charakterystyka fizykochemiczna i biologiczna”

Rozprawg doktorskg stanowi zbiér pieciu oryginalnych, powigzanych
tematycznie, eksperymentalnych artykutéw naukowych opublikowanych w latach
2017 —2021. W sktad wchodzg nastepujace publikacje:

1. Ebenryter-Olbinska, K., Kaniowski, D., Sobczak, M., Wojtczak, B. A., Janczak, S.,
Wielgus, E., Nawrot, B., and Lesnikowski, Z. J. (2017) Versatile Method for the
Site-Specific Modification of DNA with Boron Clusters: Anti-Epidermal Growth
Factor Receptor (EGFR) Antisense Oligonucleotide Case, Chem. Eur. J. 23,
16535-16546.

2. Kaniowski, D., Ebenryter-Olbinska, K., Sobczak, M., Wojtczak, B., Janczak, S.,
Lesnikowski, Z. J., and Nawrot, B. (2017) High Boron-loaded DNA-Oligomers as
Potential Boron Neutron Capture Therapy and Antisense Oligonucleotide Dual-
Action Anticancer Agents, Molecules 22(9), 1393.

3. Kaniowski, D., Kulik, K., Ebenryter-Olbinska, K., Wielgus, E., Lesnikowski, Z.,
and Nawrot, B. (2020) Metallacarborane Complex Boosts the Rate of DNA
Oligonucleotide Hydrolysis in the Reaction Catalyzed by Snake Venom
Phosphodiesterase, Biomolecules 5; 10(5), 718.

4. Kaniowski, D., Ebenryter-Olbinska, K., Kulik, K., Janczak, S., Maciaszek, A.,
Bednarska-Szczepaniak, K., Nawrot, B., and Lesnikowski, Z. (2020) Boron
Clusters as a platform for new materials: composites of nucleic acids and
oligofunctionalized carboranes (C:B10H12) and their assembly into functional
nanoparticles, Nanoscale 12, 103-114.

>. Kaniowski, D., Ebenryter-Olbinska, K., Kulik, K., Suwara, J., Cypryk, W., Jakobik-
Kolon, A., Lesnikowski, Z., and Nawrot, B. (2021) Composites of Nucleic Acids
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and Boron Clusters (C2B10H12) as Functional Nanoparticles for Downregulation
of EGFR Oncogene in Cancer Cells, Int. J. Mol. Sci. 22,4863

Prace zostaty opublikowane w renomowanych czasopismach o zasiegu

migdzynarodowym. W czterech pracach mgr Kaniowski jest pierwszym autorem.

Rozprawa doktorska poprzedzona jest obszernym wstepem, w ktérym Autor omowit
gtéwne zagadnienia tematyczne istotne z punktu widzenia prowadzonych w ramach
doktoratu badan oraz zobrazowania perspektyw zastosowan B-ASO w przysztosci.
Doktorant wymienia szczegétowe cele badawcze, uzasadnia wybdér modelu
badawczego oraz analizuje znaczenie uzyskanych wynikéw. Autor omawia koleino
terapeutyczne kwasy nukleinowe analizujac ich strukture, mechanizmy dziatania oraz
perspektywy zastosowari terapeutycznych. Skrupulatnie analizuje ich wady i zalety
zar6wno na poziomie molekularnym jak i systemowym. Na uwage zastuguje
szczegotowa analiza modyfikacji chemicznych wptywajacych na kluczowe parametry
determinujace skutecznos$é terapeutyczng ASO skupiajac sie na (1) transporcie
btonowym, (2) ukierunkowanej dystrybucji wzgledem komérek docelowych oraz (3)
podatnosci na degradacje enzymatyczna.

Nastepnie scharakteryzowany zostat cel molekularny - naskorkowy receptor wzrostu
(EGFR). Autor zwraca uwage na aspekt ilosciowy — nadekspresja EGFR ma kluczowe
znaczenie w rozwoju wielu nowotworéw, a w dalszych etapach moze przyczyniac sie
do opornosci komérek nowotworowych na chemio- i radioterapie.

Nastepnie krotko scharakteryzowane zostaty trzy klasy klasteréw boru jako struktur
ktére mogg stuzy¢ do korzystnych modulacji aktywnoéci bioczgsteczek. Ostatni punkt
wstepu dotyczy terapii borowo-neutronowej nowotworéw. Po krétkim rysie
historycznym Autor opisat podstawy fizyczne BNCT oraz szczegdtowo omowit zwigzki
wykorzystywane lub badane pod katem potencjalnych zastosowar — selektywnych
nosnikéw boru. Wstep ten bardzo udatnie wprowadza czytelnika w tematyke pracy.
Doktorant bardzo konkretnie sprecyzowat zatozenia i cel pracy, dzielgc badania natrzy
czesci, ktérych wspdlnym elementem byta ocena wiaéciwoéci fizykochemicznych oraz

biologicznych dla (1) B-ASO w formie liniowe;j, skierowanych na fragment genu EGFR,
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(2) B-ASO wielokrotnie podstawionych resztami FESANu oraz (3) B-oligopoddw i
tworzgcych sie z nich uporzagdkowanych nanostruktur.

Nalezy podkresli¢ interdyscyplinarny charakter przedstawionych badan: synteza
nowych koniugatéw B-ASO, ich szeroka charakterystyka fizykochemiczna, a takze
zaawansowane badania biologiczne. Materiat ten jest niezwykle obszerny.

Dyskusja wynikéw przeprowadzona zostata w sposob profesjonalny i ciekawy,
W oparciu o prawidto dobrane Zrédta literaturowe.

Doktorant wspomniat o globalnym problemie zwigzanym z narastajacy liczba
pacjentéw z chorobami nowotworowymi co powoduje pilng potrzebe poszukiwania
skutecznych terapii. W tym kontekécie wszelkie badania pogtebiajace wiedze
o molekularnych  mechanizmach  pozwalajgcych zapanowa¢ na sytuacjami
patologicznymi sa uzasadnione i pozadane - nie tylko pogtebiajg wiedze podstawowsg,
ale moga potencjalnie mieé wartos¢ aplikacyjna. Do takiego wtasnie obszaru zaliczam
badania mgra Kaniowskiego. Za jeden z najciekawszych aspektow prezentowanych
badan uwazam opisanie interakgji powodowanych obecnoscig klasteréw boru i ich
konkretne skutki biologiczne. Niezwykle waznym osiggnieciem jest stworzenie
nanostruktur o okreslonej stechiometrii oraz opisanie posrednictwa w odziatywaniach
biatko — kwas nukleinowy jakie wywieraja klastery boru (kinetyka hydrolizy za pomoca
3’-egzonukleazy z jadu weza). Uzyskanie tych wynikow wymagato od doktoranta
rozsagdnego i kreatywnego podejicia do planowania i wykonania duzej liczby
eksperymentdw.

W kwestii BNCT podzielam zdanie mgra Kaniowskiego, ze noéniki boru o podwdjnym
dziataniu - antyproliferacyjnym i dajacym mozliwoéci zastosowania radioterapii sg
dobrym pomystem i mogg przynies¢ dtugo wyczekiwany sukces tej metody leczenia.

Podsumowujgc, przedstawiona rozprawa stanowi wazny element poznania
mechanizméw interakcji klasteréw boru z bioczasteczkami. Oproécz gtéwnego tematu
— koniugatéw klasteréw boru z ASO, dotyka szerszych aspektow oddziatywan
klasteréw boru ze $rodowiskiem biologicznym. Badania tego typu sg niezwykle
intrygujace, poniewaz natury ani zakresu tych oddziatywar w petni nie znamy, a dane
literaturowe z ostatniej dekady sugeruja - w tym doskonale wpisujace sie publikacje

bedace podstawa recenzowanej rozprawy - ze badania w tym obszarze mogg
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przyczyni¢ sig do stworzenia zupetnie nowej klasy zwigzkéw o potencjale
terapeutycznym.

Zawarty w rozprawie cykl publikacji jest spéjny tematycznie, Doktorant bardzo
szczegotowo opisuje swoj udziat w powstaniu kazdej z prac. Zestawiajac te informacje
z oswiadczeniami wspétautorow oraz analizujac informacje o udziale poszczegélnych
autorow zawarte w publikacjach (Author Contributions) stwierdzam, ze deklarowany
wktad oraz zakres zrealizowanych przez mgra Kaniowskiego zadan badawczych,
przyczyniajacych sie do powstania kazdej z publikacji s3 znaczace i Swiadczg o
posiadaniu dogtebnej wiedzy tematycznej oraz o bardzo dobrym opanowaniu

warsztatu badawczego.

W rozdziale VIII Doktorant prezentuje nieopublikowane dane zwigzane z tematem
rozprawy oraz przedstawia plany badawcze na przysztoéé. Stanowi to materiat
dodatkowy wzgledem gtéwnych zagadnier rozprawy. Warto jednak zauwazy¢, ze
informacje te wskazuja na ponadprzecietne umiejetnoéci w kreowaniu nowych

zagadnieri badawczych oraz skuteczno$é w pozyskiwaniu funduszy na badania.

Cata opisowa czes¢ rozprawy napisana jest bardzo porzadnie, szczegétowo i zostafa
dobrze zredagowana. Niewielkie btedy redakcyjne pojawiaja sie sporadycznie (np.:
str. 15, 47, 48), nazwy dwudziestosciennych klasteréw boru pisane sg po polsku
natomiast nazwa metalokarboranu pisana jest po angielsku. Podobnie jest z opisami
rysunkéw. Inne niedociagnigcia jakie pojawity sie w trakcie czytania rozprawy
doktorskiej wymieniam ponizej:
* modyfikacje s3 w liczbie a nie iloéci (str. 28, 62) podobnie jak atomy boru
(str. 40, 44 48, 73, 75)
® protestuje przeciw sformutowaniu ,nanostruktury nie indukowaty stanu
zapalnego makrofagéw pozyskanych od zdrowych dawcéw”.
Powyisze uwagi nie wazg w zadnej mierze na bardzo wysokiej ocenie pracy
doktorskiej mgra Damiana Kaniowskiego, a wymieniam je po to aby pokazag, ze prace

przeczytatem starannie.
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Reasumujac stwierdzam, ze przyszto mi recenzowaé nowatorska i dobrze
zrealizowang prace doktorska, wpisujaca sie w niezwykle ciekawy obszar nauki —
wykorzystanie klasterow boru/metalokarboranéw w biologii. Praca ta spetnia
wszystkie warunki, zaréwno ustawowe jak i zwyczajowe, jakie stawia sie pracom
doktorskim i dlatego wnosze do Wysokiej Rady Centrum Badar Molekularnych
i Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk w todzi o dopuszczenie Pana

mgra Damiana Kaniowskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Poniewaz praca doktorska Pana mgra Damiana Kaniowskiego niewatpliwie jest na
poziomie wyzszym niz bardzo dobry i zaprezentowano w niej bogaty i nowatorski
materiat badawczy opublikowany w prestizowych miedzynarodowych czasopismach

naukowych, wnioskuje o jej wyrdznienie stosowng nagroda.
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