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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr. Damiana Kaniowskiego
pt. ,,Oligonukleotydy antysensowe i ich nanostruktury skoniugowane z klastrami boru; charakterystyka
fizykochemiczna i biologiczna”

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska mgr. Damiana Kaniowskiego dotyczy badan syntetycznych
oligonukleotyddw z przytgczonymi klastrami boru w kontekscie ich wykorzystania jako donoréw atoméw boru do
komdrek nowotworowych w celu ich zniszczenia za pomocg techniki terapii borowo-neutronowa. Doktorant zajat
sie wiec bardzo waznym obszarem badawczym zwigzanym z poszukiwaniem nowych podejs¢ w walce z chorobami
nowotworowymi. Praca ma charakter interdyscyplinarny, tgczac zaawansowang synteze chemiczng z badaniami
biomedycznymi nad efektywnoscig uzyskanych zwigzkéw.

Rozprawa zostata napisana w jezyku polskim pod kierunkiem prof. dr hab. Barbary Nawrot. Ma ona dos¢ nietypowy
uktad, faczacy cechy klasycznej rozprawy doktorskiej w formie monografii naukowej z tzw. spinkga, czyli zbiorem
opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutéw naukowych. W tym przypadku mamy do czynienia raczej z
drugg forma, jednak opatrzong obszernym (34 strony) wstepem literaturowym i wyczerpujgcym komentarzem.
Praca zawiera wszystkie wymagane (i nie tylko) elementy — streszczenia w jezyku polskim i angielskim, opis zatozen
i celu badan uwzgledniajacy szczegdtowy plan badan, zestawienie wynikdw w postaci zwieztych streszczen
publikacji wchodzacych w sktad rozprawy, dyskusje (17 stron), wnioski, opis perspektyw, obszerny spis
wykorzystanej literatury (155 pozycji), oswiadczenia wspoétautorow o wktadzie oraz zestawienie 5 publikacji
stanowigcych podstawe rozprawy uzupetnionych o 2 prace dodatkowe. Do ww. elementéw dotgczone s3 kopie
wszystkich artykutéw stanowigcych prace doktorsky. Doktorant podaje tez zestawienie 4 projektow badawczych,
w ktorych brat udziat, w tym w 3 z kierownicza rolg, tj. w trwajacym jeszcze grancie NCN ,,ETIUDA” oraz wczesniej
w 2 projektach MNiSW dla mtodych naukowcow.

Pewnym mankamentem jest brak spisu zastosowanych skrétéw i akronimodw, co utrudnia ptynne czytanie pracy,
tym bardziej, ze ma ona charakter interdyscyplinarny i zapewne wiekszosci czytelnikdéw —w tym recenzentowi — nie
jest tatwo zorientowac sie we wszystkich skrdtach stosowanych w réznych obszarach nauki, tym bardziej, ze moga
one miec rézne znaczenia w réznych dyscyplinach.

Za szczegdlnie cenne uwazam natomiast wskazanie przez Doktoranta jednoznacznego opisu wktadu wtasnego w
publikacje stanowiace rozprawe, co pozwala ocenienie jego rzeczywistego dorobku naukowego. Swiadczy to o
wysokiej rzetelnosci Doktoranta i moze by¢ wskazywane jako wzdr, jak nalezy uczciwie przedstawia¢ swoje
osiggniecia.

Czesc literaturowa dotyczy 3 obszarow — (i) terapeutycznych zastosowan kwasow nukleinowych, (i) roli
naskdrkowego receptora wzrostu EGFR w nowotworach oraz terapii ukierunkowanych na EGFR i (iii) terapii
borowo-neutronowe (BNCT).

W czesci pierwszej wstepu literaturowego czytelnik zostaje zaznajomiony z tematykg terapii z zastosowaniem
oligonukleotyddéw, w tym strategii antysensowych i wykorzystaniem mechanizmu interferencji RNA. Z duzym
zainteresowaniem czytatem zwilaszcza podrozdziat dotyczacy niekorzystnych skutkdw ubocznych terapii



antysensowej. Zapewne mato kto zdaje sobie sprawe, ze ta w zatozeniu niezwykle precyzyjnie ukierunkowana
strategia terapeutyczna moze prowadzi¢ do wielu, i to znaczgcych, efektéw niepozgdanych. Pomimo tych
probleméw strategia terapeutycznych kwaséw nukleinowych nadal jest przedmiotem badan i kilkadziesiat tego
typu zwigzkow znajduje sie w réznych fazach badan klinicznych (S.T. Crooke i wspotpr., ,,Antisense drug discovery
and development technology considered in a pharmacological context”, Biochem.Pharmacol. 189, art. nr 114196,
2021, http://dx.doi.org/10.1016/j.bcp.2020.114196); chetnie wystucham wiec opinii Doktoranta, jakie s w jego
ocenie perspektywy tego podejscia terapeutycznego, czy plusy przewazajg nad minusami, czy tez odwrotnie. W tej

czesci zabrakto mi wzmianki o niedawnych pracach nad terapeutycznym wykorzystaniem antysensowych
oligonukleotydéw o zdefiniowanej konfiguracji na chiralnych centrach tiofosforanowych. Wprawdzie informacje na
ten temat ograniczajg sie obecnie do kilku doniesiert konferencyjnych, jednak biorac pod uwage fundamentalne
osiggniecia zespotu prof. Wojciecha Steca w stereokontrolowanej syntezie tiofosforanéw oligonukleotydéw, mozna
byto oczekiwa¢, ze zostang one wspomniane. Ciekaw jestem, czy Doktorant jest zaznajomiony z tymi
komunikatami?

Rozdziat dotyczacy roli naskdrkowego receptora wzrostu (EGFR) w procesie nowotworzenia i strategii
terapeutycznych z tym zwigzanych uwazam za napisany w petni poprawnie.

Nieco gorzej oceniam rozdziat dotyczacy podstaw terapii borowo-neutronowej (BNCT). Odnosze wrazenie, ze
Doktorant mniej sprawnie porusza sie w obszarze chemii jgdrowej, wliczajgc w to pewne lapsusy jezykowe (,,Po raz
pierwszy wigzka neutronéw zostata zbadana przez J. Chadwicka w roku 1932” — nalezatoby raczej poda¢, ze w 1932
r. Chadwick odkryt istnienie neutrondéw; ,czastkami a generowanymi z radioaktywnego pierwiastka polon” —
pomijajgc niepoprawng gramatyke tego zdania, czastki a nie sg ,generowane” z polonu, a s3 produktem jego
rozpadu promieniotwdrczego; ,,...generowato czasteczki helu (*He), litu (Li) oraz innych pierwiastkdéw” — tu prosze
Doktoranta o wyjasnienie, jakie jest poprawne znaczenie terminu ,czgsteczka” i jakiego terminu nalezato uzy¢ w
odniesieniu do “He i °Li; czy wreszcie nazwanie produktu reakcji jadrowej izotopu 10B z neutronem jako
»przejéciowy niestabilny izotop boru 'B*” — tu takze prosze o wyjasnienie, co oznacza gwiazdka przy symbolu i
dlaczego takie jadro jest niestabilne, a ,zwykty” !B jest trwaty). W czesci tej oczekiwatbym réwniez akapitu
przedstawiajgcego wykorzystanie zwigzkdw boru wzbogaconych w izotop °B. Izotop ten stanowi jedynie 20%
naturalnego skfadu tego pierwiastka, a wtasnie on charakteryzuje sie niezwykle wysokim przekrojem czynnym na
pochfoniecie neutronu. Doktorant wspomniat jedynie o leku Steboronine, czyli fenyloalaninie niosacej grupe
boranowg z izotopem °B, odczutem jednak pewien niedosyt wiedzy na ten temat. Czy zwigzki °B sg tatwo czy
trudno osiggalne handlowo i syntetycznie? Czy sg kosztowne? Czy badania nad ich wykorzystaniem medycznym sg
czeste, czy raczej marginalne? Prositbym Doktoranta o komentarz na ten temat podczas obrony swojej rozprawy.

Przedstawione nastepnie omdwienie trzech generacji zwigzkdw boru wykorzystywanych w terapii BNCT jest
zrobione w sposdb w petni satysfakcjonujgcy czytelnika.

Czesc literaturowa rozprawy traktuje jako warto$¢ dodang rozprawy, ktéra w formie spinki publikacji mogtaby by¢
jej w ogodle pominieta. Na duze uznanie zastuguje wiec wysitek Doktoranta, aby w ten sposdb przyblizy¢ czytelnikowi
tematyke jego dysertacji. Z obowigzku recenzenta wskaze kilka drobnych uchybien, ktére napotkatem w tej czesci:

e Przypis 25 nas. 22, ktéry powinien potwierdza¢ niepowodzenia koncepcji koniugacji ASO z niespecyficznymi
ligandami, to w rzeczywistosci praca dotyczaca nomenklatury zwigzanej ze Smierciag komadrek. O ktdrg
publikacje chodzito w rzeczywistosci?

e W przypisie 84 na s. 37 podane jest nieistniejgce czasopismo ,,Clin. Trial” (nie jest to czasopismo, lecz
nagtéwek w bazie PubMed). Prositbym o podaje poprawnego adresu bibliograficznego tej publikacji.

e S. 25: Doktorant podaje, ze niezalezne od hybrydyzacji skutki uboczne podawania ASO czesto sg mylgco
okreslane jako off target effects. Nie podwazajac racji Doktoranta, z ciekawosci prositbym o wyjasnienie,


http://dx.doi.org/10.1016/j.bcp.2020.114196

jak prawidtowo nazywad tego rodzaju efekty uboczne i do jakich zjawisk ogranicza sie poprawnie uzyty
termin off target effects.
Drobne niescistosci (nie wymagajgce odpowiedzi podczas obrony):

- koncepcja gapmerdw znana jest od kilkunastu lat, wiec nazywanie jej ,innowacyjng” (s. 21) jest
anachronizmem;

- anglojezyczny szyk wyrazéw (,,c3’-endo konformacja”);

- angielskie zamiast polskich petne nazwy zwigzkow;

- skrét myslowy: albumina [...] zwieksza farmakokinetyke PS-ASO (s. 18);
- ,enzym ulegajacy ekspresji” (s. 18) — ekspresji ulegajg geny, nie biatka;

- s. 35: ,Klastry boru cieszg sie duzym zainteresowaniem wsréd naukowcdw ze wzgledu na obiecujgce
narzedzia terapeutyczne [...]”;

- pewien brak starannosci wida¢ w przypisach — czasem podani sg wszyscy autorzy publikacji, czasem
jedynie pierwszy autor z dopiskiem et al.; nazwy czasopism budzg w niektérych przypadkach zdziwienie
(np. Appl. Radiat. Isot. Incl. data, Instrum. methods use Agric. Ind. Med. zamiast Appl. Radiat. Isot. czy
Gastroenterol. Rev. Gastroenterol. zamiast Przeglgd Gastroenterologiczny); w kilku odnos$nikach nazwiska
zapisane kapitalikami; zmieszanie tytutu ksigzki z tytutem rozdziatu w przypisie 82; rozmaite inne drobne
btedy.

Zakonczywszy przeglad literaturowy Doktorant wprowadza czytelnika w zatozenia i cel pracy, ktérg podzielit na trzy

czesci. W pierwszej z nich zostaty zaprojektowane i zsyntetyzowane antysensowe oligonukleotydy niosgce

przytgczone klastry boru (B-ASO), a takze zbadane zostaty ich wtasciwosci biologiczne w odniesieniu do komoérek

zdrowych i nowotworowych. Oligonukleotydy te ukierunkowane byly na hybrydyzacje z mRNA kodujgcym

naskdrkowy receptor wzrostu EGFR, ktérego nadekspresja i wysoki poziom jest cechg charakterystyczng tkanek

nowotworowych, sprzyjajac ich wzrostowi, a jednoczesnie chronigc je przed skutkami zastosowanych terapii.

Nastepnie Doktorant przeprowadzit synteze i zbadat wtasciwosci B-ASO zawierajacych kilka reszt metalakarboranu.

Woreszcie Doktorant zajat sie nanostrukturami zbudowanymi z oligonukleotyddéw i klastrow boru i takze przebadat

ich wtasciwosci.

Uzyskane wyniki opublikowane zostaty w pieciu pracach:

1.

K. Ebenryter-Olbinska, D. Kaniowski*, M. Sobczak, B. A. Wojtczak, S. Janczak, E. Wielgus, B. Nawrot, Z. J.
Lesnikowski, ,Versatile Method for the Site-Specific Modification of DNA with Boron Clusters: Anti-
Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) Antisense Oligonucleotide Case”, Chem. Eur. J. 2017, 23, 16535—
16546 (IF= 4,86, punkty MNiSW = 140).

* D. Kaniowski — réwnorzedny pierwszy autor

D. Kaniowski, K. Ebenryter-Olbiriska, M. Sobczak, B. Wojtczak, S. Janczak, Z. J. Lesnikowski, B. Nawrot, , High
boron-loaded DNA-oligomers as a potential boron neutron capture therapy and antisense oligonucleotide
dual-action anticancer agents”. Molecules, 2017, 22, art. nr 1393 (IF=3,31, punkty MNiSW=100).

D. Kaniowski, K. Kulik, K. Ebenryter-Olbinska, E. Wielgus, Z. Lesnikowski, B. Nawrot., ,Metallacarborane
Complex Boosts the Rate of DNA Oligonucleotide Hydrolysis in the Reaction Catalyzed by Snake Venom
Phosphodiesterase”, Biomolecules, 2020, 10, art. nr 718 (IF=4,69, punkty MNiSW=100).

D. Kaniowski, K. Ebenryter-Olbinska, K. Kulik, S. Janczak, A. Maciaszek, K. Bednarska-Szczepaniak, B.
Nawrot, Z. Lesnikowski. ,,Boron clusters as a platform for new materials: composites of nucleic acids and
oligofunctionalized carboranes (C:BioH12) and their assembly into functional nanoparticles”, Nanoscale,
2020, 12, 103-114. (IF=6,89, punkty MNiSW=140) — artykut wyrdzniony przez redakcje czasopisma.



5. D. Kaniowski, K. Ebenryter-Olbinska, K. Kulik, J. Suwara, W. Cypryk, A. Jakébik-Kolon, Z. Lesnikowski, B.
Nawrot, "Composites of nucleic acids and boron clusters (C;BioH12) as functional nanoparticles for
downregulation of EGFR oncogene in cancer cells”, Int. J. Mol. Sci., 2021, art. nr 4863 (IF=4,56; punkty
MNiSW=140) .

Kazdej z ww. publikacji towarzyszy syntetyczne przedstawienie jej tematyki i wykonanych badan oraz wktadu
wtasnego, co uwazam za bardzo wartosciowy element rozprawy, utatwiajacy zorientowanie sie w obszernym
materiale badawczym. W nastepnej czesci, zatytutowanej ,Dyskusja” Doktorant omoéwit szerzej uzyskane wyniki.

W celu otrzymania oligonukleotyddéw niosgcych klastry boru przygotowane zostaty amidofosforyny zawierajace
grupe propargilowg w pozycji 2’ urydyny lub N3 tymidyny. Syntony te zostaty wprowadzone do oligonukleotydéw
w zaprojektowanych pozycjach i poddane reakcji typu ,,click” z klastrami boru wyposazonymi w tgczniki zakoriczone
grupg azydkowa. Sekwencja nukleotydéw jest w nich komplementarna do fragmentu mRNA kodujgcego EGFR i
dobrana tak, aby objg¢ rézne warianty transkrypcyjne. Wprowadzenie modyfikacji w pozycji 2’ spowodowato
niewielkie tylko obnizenie temperatury miekniecia duplekséw z komplementarnym RNA, a co bardzo ciekawe —
jednoczesnie znaczgco zwiekszyto zdolnos¢ uzyskanych modyfikowanych oligonukleotyddéw do wyciszania ekspresji
docelowego biatka. Kontynuujac ten nurt badawczy uzyskano oligonukleotydy niosgce do pieciu klastréw boru w
formie metalakarboranu [Fe(C,BsH11)2]” (FESAN). Tym razem zaobserwowano, zapewne sprzeczny z oczekiwaniami,
wzrost ekspresji biatka w obecnosci niskich stezen oligonukleotydéw antysensowych. Dla wyjasnienia tego zjawiska
postawiono i potwierdzono hipoteze o stymulowaniu przez klastry boru proceséw obronnych komarki. Zwiekszenie
stezenia B-ASO doprowadzito do wyciszenia ekspresji, jednak nie silniejszego niz dla referencyjnego ASO. Nalezy
jednak zauwazy¢ ze B-ASO z piecioma resztami metalakarboranu niosg ze sobg 90 atomdw boru, co jest bardzo
obiecujgce w kontekscie mozliwosci zastosowania ich w terapii BNCT. Nasuwa sie tu pytanie, czy Doktorant
rozwazat uzycie klastréw 1°B zamiast naturalnej mieszaniny?

Dalszy cigg badan nad B-ASO dotyczyt wptywu klastréw boru (a konkretnie metalakarboranu FESAN) na szybkos¢
degradacji przez fosfodiesterazy. W tym przypadku réwniez dokonano zaskakujacych obserwacji — okazato sie, ze
uzyte klastry boru nie spowalniajg (jak mozna byto spodziewad sie z danych literaturowych), lecz przyspieszajg
hydrolize enzymatyczng wigzan fosfodiestrowych. Dalsze badania tego zjawisko podjete przez Doktoranta
wskazujg, ze spowodowane jest to powinowactwem metalakarboranu zaréwno do biatek, w tym nukleaz, jak i
kwasdw nukleinowych. W efekcie dziatajg one jak katalizatory, zblizajgc do siebie obie te czasteczki, co pozwala
enzymowi na skuteczniejsze przecinanie oligonukleotydu.

Kolejng pracag Doktoranta byto zbadanie nanostruktur powstajacych po zmieszaniu roztworédw dwdch tzw. tripeddw
— zwigzkow ztozonych z klastra boru niosgcego dwa identyczne tafcuchy oligonukleotydowe, przy czym jeden z
tripedéw zawierat oligonukleotydy antysensowe, a drugi — nici komplementarne. Stosujgc techniki AFM i krio-TEM
Doktorant wykazat powstawanie pierscieniowych nanostruktur, gtéwnie z zakresie rozmiaréw 20-40 nm. Co
ciekawe, pomimo tworzenia przez sktadowe oligonukleotydy uktadéw komplementarnych, uzyskane nanostruktury
wykazywaty znaczgce hamowanie ekspresji EGFR, sg tez nieco bardziej odporne na dziatanie nukleaz, a takze sg
interesujgcymi kandydatami na donory atomdéw boru w terapii BNCT.

Przedstawiony w niniejszej recenzji opis badan Doktoranta jest bardzo skrotowy i obejmuje jedynie najwazniejsze i
najciekawsze wyniki zawarte w opublikowanych 5 artykutach i omdéwione w dysertacji.

Kolejng czescia rozprawy jest zestawienie wnioskdw ptyngcych z wykonanych prac, a nastepnie kilkustronicowy opis
perspektyw i plandw dalszych badan Doktoranta, zwigzanych z przedstawiong tematyka. Ten element ocenianej
pracy doktorskiej uwazam za bardzo ciekawy i godny polecenia.

Nalezy podkresli¢, ze praca zostata przygotowana bardzo starannie, zaréwno od strony redakcyjnej, jak i jezykowe;.
Liczba bteddw interpunkcyjnych czy literdwek jest bardzo mata. Doktorant biegle postuguje sie poprawnym



jezykiem polskim, cho¢ nie ustrzegt sie przed kilkoma anglicyzmami, jak np. ,drafty” zamiast ,,szkice” czy ,figury”
zamiast ,ilustracje”. Sg to jednak wyjatki, prace czyta sie ptynnie i zduzym zainteresowaniem. Wszystkie moje uwagi
krytyczne majg znaczenie marginalne i nie umniejszajg bardzo wysokiego poziomu rozprawy.

Nie ulega watpliwosci, ze przedtozona mi do recenzji praca doktorska spetnia wszystkie wymogi okreslone zaréwno
w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym
w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595 ze zm.), jak i w Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe
— Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.) oraz Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.), wobec czego wnioskuje o dopuszczenie mgr.
Damiana Kaniowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto zwracam sie do wysokiej Rady Naukowej Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN o
przyznanie niniejszej rozprawie wyrdznienia. Przemawia za tym niezwykle wysoki poziom przeprowadzonych
badan, ich obszernosc i interdyscyplinarno$¢. Rozprawe stanowi az pie¢ pierwszoautorskich petnych artykutéow
naukowych w wysoko notowanych czasopismach z listy JCR (w tym jeden wyrdzniony przez redakcje). Ich tgczny
Impact Factor wynosi 24,31, a taczna punktacja MNiSW to 620 pkt. Z czesci literaturowej wynika duza wiedza
doktoranta i umiejetnos¢ przekazania jej w sposdb klarowny i ciekawy. Uzyskane wyniki zostaty przedstawione
starannie i uzupetnione wartosciowymi komentarzami. Mdj wniosek o wyrdznienie przedktadam z petnym
przekonaniem, ze rozprawa na nie zastuguje.

Podpisany certyfikatem
wystawionym dla Michat
Sobkowski (Certyfikat
kwalifikowany). Utworzony w
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