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RECENZJA
Pracy doktorskiej Pana Lukasza Nuckowskiego
pt.: ,,Opracowanie metod przygotowania prébek oligonukleotydéw

antysensowych z wykorzystaniem klasycznych i nowego typu adsorbentow”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pana Pukasza Nuckowskiego zostata
wykonana w Katedrze Chemii Srodowiska i Bioanalityki na Wydziale Chemii, Uniwersytetu
im. Mikotaja Kopernika w Toruniu, pod kierunkiem Pani dr hab. Sylwii Studzinskiej, prof.
UMK. Badania zawarte w niniejszej pracy powstaly w wigkszosci w wyniku realizacji
projektu badawczego SONATA BIS zatytulowanego ,,Zastosowanie nowego typu
adsorbentéw oraz chromatografii cieczowe;j sprzgzonej ze spektrometria mas w badaniu in
vitro metabolizmu oligonukleotydéw antysensownych dla potrzeb terapii antysensownej” (1.
grantu NCN nr 2016/22/E/ST4/00478) kierowanego przez Panig Promotor.

Tematyka pracy badawczej ocenianej rozprawy doktorskiej jest bardzo istotnym
zagadnieniem bioanalitycznym z uwagi na fakt, iz selektywna ekstrakcja matych ilosci
kwasow nukleinowych ze skomplikowanych matryc biologicznych zawierajacych wysokie
stezenie biatek jest kluczowym etapem poprzedzajgcym procesy takie jak PCR, klonowanie,
sekwencjonowanie czy po prostu ich analiza chromatograficzna. Z drugiej strony,
opracowywane sg podejscia terapeutyczne w oparciu o oligonukleotydy antysensowe (ASO,
ang. Antisense Oligonuckeotides), krotkie interferujagce  RNA  (siRNA) oraz system
CRISP/Cas9. Wyzwaniem na etapie opracowywania lekéw na bazie oligonukleotydow
terapeutycznych jest opracowanie szybkich, wysokowydajnych metod przygotowania probek
do badania ich farmakokinetyki w systemie LADME (tj. akronim bd stéw L — liberation
(uwolnienie), A — absorption (wchtanianie), D — distribution (rozmieszczenie), M —
metabolism (metabolizm), E — excretion lub elimination (wydalanie/usuwanie). Nalezy

pamieta¢, ze proces izolacji z matryc biologicznych jest . trudny w przypadku
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oligonukleotydéw, ktére sa obecne w niewielkich ilosciach w osoczu pelnym biatek, soli,
lipidéw 1 szczatkéw komorkowych. Ponadto wiasciwosci polarne i  polianionowe
oligonukleotydéw utrudniaja stosowanie standardowych metod przygotowania préobek do
analiz chromatograficznych (zwlaszcza LC/MS). W tym kontek$cie podjecie przez mgr
Lukasza Nuckowskiego badan nad usprawnieniem czy tez opracowaniem wydajnych i mniej
czasochtonnych procedur izolacji oligonukleotydéw oraz ich metabolitéw z ztozonych matryc
biologicznych jest jak najbardziej uzasadnione.

Ocena pracy
Tres¢ pracy odpowiada tematowi okre§lonemu w tytule. Praca w postaci

jednotomowego opracowania zawiera 154 ponumerowanych stron i zawiera dziesieé
rozdziatdw. Zbudowana jest nast¢pujaco: zawiera wprowadzenie (str. 7), sprecyzowane cele
izalozenia pracy doktorskiej (str. 11-12), komentarz do przedstawionego problemu
badawczego zawarty w 4 podrozdziatach, ktére odnoszg sie do artykutéw naukowych,
stanowigcych czg$¢ praktyczng recenzowanej pracy doktorskiej (str. 13-36). Kopie
omawianych artykuléw wraz z materiatami dodatkowymi (ang. supplementary materials)
zebrane sg w nastgpnym rozdziale (Rozdziat 4, str. 37-130). Cato$¢ zamykaja: podsumowanie
1 wnioski (Rozdziat 5, str. 131-132), spis cytowanej literatury (Rozdziat 6, str. 133-138),
streszczenie po polsku i angielsku (Rozdziaty 7 i 8) oraz spis dorobku naukowego (Rozdziat
9. str. 141-146). W ostatnim rozdziale zebrane zostaty oswiadczenia wspotautoréw (Rozdziat
10, str. 147-154). Ponadto w pracy znajduje si¢ takze wykaz stosowanych skrétow (str. 6).

Z formalnego punktu, oceniana praca doktorska nie ma formy klasycznej rozprawy,
lecz oparta jest na 6 publikacjach (oznaczonych symbolami D1-D6), do ktérych komentarz
znajduje si¢ w rozdziale 3, zatytulowanym (wedlug mnie do$é niefortunnie) ,,Problem
badawczy”. W skfad omawianego przez Autora cyklu prac wchodzi jedna praca przegladowa
D1 (Journal of Chromatography B IF 2,813) oraz 5 oryginalnych artykutéw (D2 - Bioanalysis
[F 2,321, D3 - Journal of Chromatographic Science IF 1,280; D4 - Analyst IF 3,978; D5 -
Talanta IF 5,339; D6 - Materials IF 3,057). We wszystkich sze$ciu pracach mgr Lukasz

Nuckowski jest pierwszym autorem, a dodatkowo w ostatniej pracy jest tez autorem
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korespondencyjnym. Oprocz tego, Doktorant jest wspdtautorem 5 innych prac z listy
filadelfijskiej, ktore nie wchodzg w sktad omawianego cyklu.

W liczacym 4 strony wprowadzeniu Autor w sposob zwiezly przedstawia
problematyke badawczg rozprawy, kladac nacisk na wage problemu jakim jest analiza ASO
i ich metabolitow w probkach biologicznych w kontekscie ich zastosowan jako przyszte leki
terapeutyczne. W wprowadzeniu dowiadujemy si¢ tez jakie artykuty stanowia podstawe
przedstawionej dysertacji, co wiecej Autor sygnalizuje nam ich zawartos¢.

Pan Lukasz Nuckowski za cel postawit sobie opracowanie nowych metod
przygotowania probek zawierajacych ASO niemodyfikowane oraz modyfikowane w obrebie
grupy fosforanowej (pierwsza generacja ASO) lub w pozycji 2° reszty cukrowej (druga
generacja ASO). Zatozenia rozprawy doktorskiej zostaly ujete w 6 punktach obejmujgcych:
(1) przeglad i analize doniesien literaturowych dotyczacych metod przygotowania prébek
oligonukleotydéw, (2) badanie wplywu roéznych warunkéw ekstrakcji, w tym rodzaju
adsorbentu, na wartosci odzysku ASO dla réznych technik przygotowania probek (ekstrakcji
do fazy statej, ekstrakcji do sorbentu w igle, dyspersyjnej mikroekstrakeji do fazy statej (D-p-
SPE) , magnetycznej dyspersyjnej ekstrakcji do fazy statej; (3) synteze oraz charakterystyke
(spektroskopowa oraz mikroskopows) anionowymiennych i obojnaczych adsorbentow na
bazie usieciowanych poli(cieczy jonowych), oraz nanoczastek magnetycznych pokrytych tymi
polimerami; (4) badania adsorpcji i desorpcji ASO z wykorzystaniem otrzymanych
adsorbentow w  trybie wymiany jonowej oraz oddziatywan hydrofilowych;
(5) zaproponowanie nowych procedur do ekstrakcji oligonukleotydow niezmodyfikowanych
oraz z réznymi typami modyfikacji chemicznej tj. tiofosforanowych (PS), z modyfikacja 2'-
O-metylo (ME) i 2'-O-(2-metoksyetylo) (MOE) rybozy, oraz zablokowanych kwasow
nukleinowych tzw. LNA; (6) zastosowanie opracowanych procedur do ekstrakcji ASO i ich
syntetycznych metabolitéw ze wzbogaconego osocza ludzkiego przed ich analizg
z wykorzystaniem ultra wysokosprawnej chromatografii cieczowej (UHPLC) w trybie par

jonowych i w odwréconym uktadzie faz.

ul. Uniwersytetu Poznanskiego 8, Collegium Chemicum, 61-614 Poznan
tel. +48 61 829 1771

aniojka@amu.edu.pl

www.chemia.amu.edu.pl



UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU
Wydzial Chemii

Zaklad Chemii Bioanalitycznej
Dr hab. Anna Dembska, prof. UAM
B e P R B U A D S A T S N R R e S e S e e )

Cze$¢ literaturowa, wprowadzajaca Czytelnika w tematyke przygotowania probek
biologicznych zawierajgcych oligonukleotydy do ich analizy chromatograficznej jest zwiezla,
lecz nie pozbawiona krytycznego spojrzenia na stosowane metody separacyjne stosowane do
usuniecia zwigzkow interferujgcych (gtéwnie biatek). Autor wspomina tutaj o nowatorskim
podejsciu do ekstrakcji ASO w uktadzie ciecz-ciecz (LLE) z uzyciem klasycznych lub
magnetycznych cieczy jonowych. Ten fragment uwazam za zbyt lakoniczny w kontekscie
pdzniejszych badan podjetych przez Doktoranta nad nowymi adsorbentami do ekstrakcji ASO
na bazie PIL czyli poli(cieczy jonowych) (prace D5 i D6).

W dalszej czesci rozdziatu 3, mgr Nuckowski skupia si¢ na przedstawieniu wynikow
badan wiasnych, ktore dotycza doboru warunkow ekstrakceji oligonukleotydow do fazy statej
(SPE) czy tez mikroekstrakecji do sorbentu w igle (MEPS) oraz syntezy i zastosowania
nowych adsorbentow w ekstrakcji oligonukleotydow. W pierwszym etapie badan
przeprowadzony zostal rozdzial mieszaniny oligonukleotydow i ich metabolitow na
kolumienkach Oasis HLB® (z wypehieniem polimerowym) lub InerSep C18 (wypetnionych
krzemionka modyfikowana grupami oktadecylowymi) w trybie par jonowych (IPR)
z uzyciem mieszaniny heksafluoroizopropanolu (HFIP) oraz trzech roéznych strukturalnie
amin. Zaobserwowano przeciwstawny wplyw stezenia poszczegdlnych amin na wartosci
odzysku, co Autor ttumaczy réznicami w mechanizmie oddzialywan migdzy grupami na
powierzchni adsorbentu, IPR a ASO. Jednoznacznie wykazano, ze adsorbent na bazie
polimeru i wysoka zawarto$¢ metanolu to czynniki sprzyjajace wysokiemu odzyskowi
w poréwnaniu z adsorbentem C18. Kontynuujgc prace nad ekstrakcja ASO z probek
biologicznych, Autor zastosowal tez kolumienki z adsorbentem polarnym (niezmodyfikowany
zel krzemionkowy) w trybie oddziatywan hydrofilowych (HI). Warto podkresli¢, ze po raz
pierwszy opracowano procedure ekstrakcji oligonukleotydéw pierwszej i drugiej generacji
w trybie HI. Zaproponowana procedura z zastosowaniem acetonu jako rozpuszczalnika
organicznego cechowata sie wysoka wartoscig odzysku (powyzej 90%), ktora niestety nie

byla juz osiagalna w przypadku ekstrakcji ASO z wzbogaconego osocza ludzkiego. Nalezy
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jednak pamietaé, ze =zaleta tej metody jest dobra powtarzalno$¢ i wykorzystanie
rozpuszczalnikow bez dodatkéw soli czy IPR.

Dalsza cze$¢ rozprawy zwigzana jest z zastosowaniem mikroekstrakcji do fazy state]
jako techniki przygotowania probek ASO do analizy chromatograficznej. Doktorant wybrat
do tego celu komercyjnie dostepne igly z wypelnieniami o charakterze niepolarnym
i probowat zaadoptowaé procedury ekstrakcji opracowane uprzednio przez siebie. Jednakze
ze wzgledu na fakt, iz w technice mikroekstrakcji do sorbentu w igle (MEPS) istotne jest
doktadne kontrolowanie i odtwarzanie procesoéw sorpcji i desorpcji analitu z wypehienia,
konieczna okazata sie optymalizacja warunkéw kondycjonowania. Ponadto, dla uzyskania
najwyzszych mozliwych wartosci odzysku istotne okazato sie¢ tez okreslenie ilosci cykli
przeplukiwania adsorbentu probka. Opracowana procedura MEPS z  wykorzystaniem
modyfikowanej krzemionki C18 =zostala z powodzeniem zastosowana do ekstrakeji
modyfikowanych oligonukletydéw PS i MOE oraz ich dwdch syntetycznych metabolitow
z probek osocza (odzyski okoto 70-80 %).

Kolejne badania Doktoranta, zwigzane byly z syntezag i zastosowaniem
polimeryzowalnej cieczy jonowej (PIL) do ekstrakcji oligonukleotydow z probek
biologicznych. Cze$é syntetyczna byla wykonana we wspolpracy z mgr Krzysztofem
Dzieszkowskim oraz prof. UMK dr hab. Zbigniewem Rafinskim z Katedry Chemii
Organicznej UMK. W pierwszym podejsciu (publikacja oznaczona DS5) otrzymano 3 sypkie
adsorbenty PIL, w wyniku polimeryzacji otrzymanych monomeréw funkcyjnych na bazie
alkilopochodnych imidazolu. W nastepnej pracy (oznaczonej D6), nanoczastki magnetyczne
zostaly pokryte 3 roznymi PIL o charakterze obojnaczym (zwitterjonowym) - MNP-Ac,
MNP-Sul, and MNP-Mal. W obu przypadkach adsorpcja ASO na powierzchni otrzymanych
adsorbentéw zachodzita z roztworéw octanu amonu o niskim pH (ponizej 4,5 jednostki pH).
Wiadomo, ze przy pH 5,0 i nizszym oligonukleotydy sa podatne na depurynacje — prosze
o komentarz w tej sprawie. Przetestowano wptyw soli (NaCl, NaNOs, NaClOs), ich stezenia
oraz pH buforu i procentowego dodatku rozpuszczalnika organicznego (metanolu) na odzysk

analitu. Wykazano, ze desorpcja z powierzchni adsorbentéw AD1 oraz AD2 tj. adsorbentow
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z tancuchami alkilowymi wymaga zastosowania wysokiej zawartosci soli ze wzgledu na ich
silnie anionowymienny charakter. Ekstrakcja oligonukleotydow zuzyciem technik
mikrodyspersyjnych i adsorbentéw na bazie PIL nie wymaga uprzedniego usuwania biatek,
co znacznie skraca procedure przygotowania probki do dalszych analiz. Uzytecznosé
zaproponowanego materialu MNP-Ac w magnetycznej dyspersyjnej ekstrakeji zostata
przetestowana dla 9 oligonukleotydéw roznigcych sie dlugoscig i typem modyfikacji
chemicznej. Wartosci odzysku przekraczaty 80% =z wyjatkiem ASO zawierajacych
modyfikacje typu MOE oraz LNA. Przyznam, ze spodziewatam si¢ raczej, iz najnizszy
odzysk bedzie uzyskany dla mikroRNA, z uwagi na alkaliczne warunki wymywania (pH 9.5)
- RNA jest bowiem podatne na hydrolize alkaliczng przy pH > 6. Czy stosowana metoda
szacowania odzysku moze w tym przypadku dawac¢ zafatszowany wynik?

Jezeli za oddziatywanie oligonukletydéw z PIL odpowiedzialne sg nie tylko sity
elektrostatycznego przyciagania miedzy ujemnie natadowanym tancuchem fosforo-cukrowym
ASO 1 dodatnio natadowanym pierscieniem imidazoliowym ale takze oddziatywania
nmiedzy pierscieniami imidazolowymi i benzenowymi kopolimeru a heterocyklicznymi
pierscieniami nukleozasad; to czy epigentyczne modyfikacje zwigzane z metylacja mogltyby
mie¢ istotny wplyw na sorpcje takich oligonukletydéw na omawianym adsorbencie? Tutaj
nasuwa si¢ tez pytanie czy dobierajac odpowiedni czynnik sieciujacy i sktad PIL mozna by
uzyskaé adsorbenty pozwalajace na wydzielenie z materiatu biologicznego oligonukleotydéw
o okreslonych strukturach drugorzedowych?

Podsumowujac, podjeta tematyka jest aktualna i ma potencjat aplikacyjny. Projekt
rozprawy jest przemyslany, cele jasno okreslone i osiggniete przy duzym nakliadzie pracy.
Whioski sg poparte danymi eksperymentalnymi i odniesieniami do stanu wiedzy w literaturze.
Uzyskane 1 opisane w ramach niniejszej pracy wyniki bezsprzecznie poszerzyly oraz
usystematyzowaly wiedze¢ na temat czynnikow wplywajgcych na proces przygotowania
probek oligonukleotydéw z uzyciem dwuetapowej procedury ekstrakcji ciecz-ciecz (LLE)
i ekstrakcji do fazy statej (SPE) w trybie IPR lub HI. Ponadto mogg stanowi¢ punkt wyjscia

do podejmowania kolejnych prac badawczych nad rozwinieciem metod przygotowania
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probek ASO lub podobnych z wykorzystaniem technik tj. MEPS (mikroekstrakcji do sorbentu
w igle) oraz dyspersyjnej mikroekstrakcji (D-u-SPE) czy tez magnetycznej dyspersyjnej
ekstrakcji (MDSPE) do fazy stalej na bazie usieciowanych PIL.

Na podkreslenie zastuguje duza aktywno$¢ naukowa mgr fukasza Nuckowskiego,
ktéry jest wspotautorem 11 publikacji w czasopismach z bazy JCR “oraz 1 monografii
14 publikacji polskojezycznych w czasopismach spoza JCR. Ponadto wyniki swoich prac
prezentowal na konferencjach krajowych i miedzynarodowych w formie 1 wyktadu,
9 plakatéw, 4 wystgpien ustnych oraz jest wspotautorem 6 wyktadow i komunikatow oraz
7 posteréw. Jak wspomniano na poczatku, mgr Nuckowski brat udziat w realizacji grantu
NCN SONATA BIS, ponadto uzyskal kilkukrotnie finansowanie swoich badan na poziomie
Uczelni (m.in. w ramach konkursu ,,Inicjatywa doskonatosci — Grantsd NCUStudents™).

Na koniec nalezy tez stwierdzié, ze praca jest napisana starannie i wiasciwie nie
napotyka si¢ na btedy edytorskie lub stylistyczne. Przedstawiono w niej wartoSciowe wyniki,
ktore beda niewatpliwie pomocne w dalszym rozwijaniu technik i opracowywaniu procedur
przygotowania probek oligonukleotydéw ze skomplikowanych matryc biologicznych.
Whiosek koncowy

W mojej opinii praca doktorska Pana f.ukasza Nuckowskiego pt.: ,,Opracowanie
metod przygotowania probek oligonukleotydéw antysensowych z wykorzystaniem
klasycznych i nowego typu adsorbentow” spetnia warunki okreslone w art. 13 ustawy z dnia
14 marca 2003 r. (z pdZniejszymi zmianami) o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki. Wobec tego wnioskuje do Rady Dyscypliny na
Wydziale Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie mgr Fukasza
Nuckowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie biorge pod uwage
wartosciowy naukowo i1 wysoki poziom merytoryczny badan, a takze bogaty dorobek

naukowy mgr f.ukasza Nuckowskiego, zglaszam wniosek o wyréznienie pracy doktorskiej.

Z powazaniem,
dr hab. Anna Dembska, prof. UAM
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