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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Pana mgra Lukasza Nuckowskiego
zatytulowanej
»Opracowanie metod przygotowania préobek oligonukleotydéw
antysensownych z wykorzystaniem klasycznych i nowego typu

adsorbentéw”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgra ELukasza Nuckowskiego zostata
wykonana w Katedrze Chemii Srodowiska i Bioanalityki Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu pod kierunkiem dr hab. Sylwii Studzinskiej, prof. UMK , jako
promotora. Przedmiotem ocenianej rozprawy doktorskiej sg zagadnienia Zwigzane z
opracowaniem efektywnych procedur przygotowania probek biologicznych do oznaczania

nukleotydow z wykoriystaniem rdznego typu adsorbentow.

Oznaczanie $ladowych ilosci substancji w réznych matrycach z wysoka precyzja i
doktadnoscia stanowi stale wyzwanie dla chemikéw analitykéw. Szczegélne zainteresowanie
budzi opracowanie efektywnych metod oznaczania zwigzkow aktywnych biologicznie, w tym
lekéw i ich metabolitéw w phynach ustrojowych czlowieka. Jest to bowiem istotny element
badan klinicznych zwigzanych zaréwno z farmakokinetyka i toksykokinetyka, jak réwniez z
metabolizmem lekéw. Analiza lekéw i ich metabolitow w ptynach ustrojowych, ze wzgledu
na ich ztozony i skomplikowany sklad wymaga stosowania odpowiednich procedur ich
przygotowania, w celu usunigcia pozostatych skladnikéw czgsto uniemozliwiajacych zaréwno

identyfikacje, jak i iloSciowe oznaczanie analitbéw z wykorzystaniem metod



chramatograficznych. Dotyczy to réwniez oligonukleotydéw stosowanych od kilku lat jako
leki w terapii antysensownej (ASO).

Poniewaz stosowane do tej pory metody przygotowywania prébek plynow
fizjologicznych, (np. stracanie bialek, ekstrakcja ciecz-ciecz), charakteryzuja si¢ szeregiem
wad i ograniczen (niskie wartosci odzysku, znaczne zuzycie rozpuszczalnikéw czy
czasochtonnos$¢ procesu) poszukuje sie nowych, lepszych metod lub modyfikuje si¢ juz
istniejgce. W ostatnim czasie czesto stosuje si¢ do tego celu rowniez ekstrakcje do fazy stalej
(SPE) z zastosowaniem r6znego typu sorbentéw, ktéra posiada wiele zalet. Jednak rowniez ta
metoda jest zlozona i czasochlonna, o czesto niskich wartosciach odzysku. Ponadto czesto
wymaga laczenia z innymi technikami. Uwzgledniajac powyzsze w pelni uzasadnione jest
poszukiwanie nowych materialéw do ekstrakcji nukleotydéw do fazy statej.

Recenzowana rozprawa doktorska Pana mgr. Fukasza Nuckowskiego miesci si¢ w
tym zakresie i dotyczy opracowania nowych, skutecznych metod przygotowania prébek
oligonukleotydéw do analizy z wykorzystaniem powszechnie stosowanych adsorbentéw oraz
adsorbentéw nowego typu.

Oceniana rozprawa nie zostala napisana w klasycznym uktadzie pracy doktorskiej i
zgodnie z przepisami zawartymi w Dz. U. z 2011 r. Nr 84, poz. 455, art. 13, ust. 2 stanowi
spojny tematycznie zbiér 6 prac opublikowanych w prestizowych mig¢dzynarodowych
czasopismach o wysokim wspétczynniku oddziatywania (IF) poprzedzony Autoreferatem.
Autoreferat to zwigzte 36 stronicowe oméwienie wynikéw badan zawartych w zataczonych
publikacjach poprzedzone krétkim wprowadzeniem pozwalajacym na sformulowanie celow i
zalozen rozprawy. Wszystkie prace, stanowiace podstawe rozprawy doktorskiej, to prace
wieloautorskie. W materiatach zamieszczono réwniez o$wiadczenia okreslajace wkiad, rodzaj
zadan i zakres prac wykonanych przez wspétautorow publikacji. Z oswiadczen tych wynika,
ze w pracach tych udziat Doktoranta w ich realizacji byt znaczacy, zaréwno w realizacji, jak i
W opracowaniu manuskryptéw publikacji, o czym $wiadczy fakt, iz we wszystkich tych
pracach mgr fukasz Nuckowski jest pierwszym autorem, a w jednej z nich réwniez autorem
korespondencyjnym.

Dostarczone dokumenty, zawieraja streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
dorobek naukowy Doktoranta, w ktérym wymienione sa réwniez udzial w realizacji
projektéw badawczych, otrzymane nagrody, czlonkostwo w towarzystwach naukowych,

zespotach i radach doktorantéw oraz o$wiadczenia wspélautoréw prac. Na uwage zashuguje



fakt,.iz przedstawiona w dokumentacji lista prac naukowych zawiera réwniez 5 publikacji z
listy filadelfijskiej i 1 rozdziat w monografli oraz 4 prace w czasopismach spoza listy JCR,
ktore nie wehodza w sklad rozprawy doktorskiej. Ponadto Doktorant przedstawit wyklad na
62 Zjezdzie Naukowym PTChem i 4 komunikaty konferencyjne oraz 9 posteréw. Jest

wspotautorem kolejnych 6 wykladéw i komunikatéw oraz 7 posteréw.

Jego prace byly cytowane ponad 60 razy (ponad 40 bez autocytowan), a indeks h=4,
wg bazy Scopus z dnia 04.12.2021. Zdaniem recenzenta dorobek Doktoranta osiagniety w

krotkim przeciez czasie studiéw doktoranckich jest wiecej niz znaczacy.

Zasadniczym celem badan podjetych w ramach pracy doktorskiej byto opracowanie
efektywnych metod przygotowania probek oligonukleotydow, ze szczegdlnym
uwzglednieniem oligonukleotydéw stosowanych w terapii antysensownej. Zakres badan byt
szeroki i obejmowat badanie wplywu warunkéw ekstrakcji do fazy statej dla réznych technik
ekstrakcji, syntez¢ anionowych i obojnaczych sorbentéw i ich charakterystyke, badania
adsorpcji i desorpcji ASO z wykorzystaniem tych sorbentéw, opracowanie nowych procedur
do ekstrakcji nukleotydéw niezmodyfikowanych i poddanych modyfikacji chemicznej oraz
zastosowanie opracowanych procedur do ich ekstrakcji z osocza ludzkiego, przed analiza z

wykorzystaniem ultra wysokosprawnej chromatografii cieczowej (UHPLC).

Przystepujac do realizacji tego celu mgr Lukasz Nuckowski przeprowadzit doglebne
studia literaturowe dotyczace metod przygotowania prébek w analizie oligonukleotydéw za
pomocg chromatografii cieczowej i wraz ze wspélautorami opracowal cickawg prace
przegladowy zatytulowana ,.Review on sample preparation methods for oligonucleotides
analysis by liquid chromatography”. Praca to zostala opublikowana w Journal of
Chromatography B, renomowanym czasopimie z listy filadelfijskiej (praca D1), co

stanowito dobrg podstawe do wiasciwej realizacji zalozonego programu badan.

Z przeprowadzonej analizy literatury wynikato, ze najczgdciej stosowang metoda
analizy jakosciowej i iloSciowej nukleotydow ASO jest chromatografia cieczowa ze
spektrometrem mas jako, detektorem. Jednak, ze wzgledu na skomplikowany skiad prébek
rzeczywistych, konieczne jest odpowiednie oczyszczenie probek z interferentéw, w tym
bialek i wzbogacenie (zatgZenie) analitéw. Ponadto anality te charakteryzuje fakt silnego

wigzania z biatkami, co utrudnia proces przygotowania probek do analizy. W literaturze



opisane s3 roézne metody oczyszczania probek ASO, takie jak stracanie, rozktad
enzymatyczny, czy denaturacje bialek i ich oddzielenie z wykorzystaniem ekstrakcji ciecz-
ciecz. Réwniez ekstrakcja do fazy stalej byla stosowana w procedurach przygotowania
probek ASO do analizy z wykorzystaniem zaréwno adsorbent&w niepolarnych w trybie par
jonowych, adsorbentéw polarnych wykorzystujacych oddziatywania hydrofilowe oraz
wymieniaczy jonowych, w tym czastek magnetycznych pokrytych wymieniaczem jonowym.
Pomimo wielu zalet metody te charakteryzuja si¢ wieloma wadami, takimi jak
czasochtonnos¢, zuzycie duzej ilosci rozpuszezalnikéw, czy czgsto niskie wartosci odzysku.
Brakuje réwniez wynikéw systematycznych badan wplywu réznych czynnikéw, takich jak
rodzaj adsorbentu, czy warunki prowadzenia ekstrakcji na efektywno$é oczyszezania i
wydzielania ASO z prébek plynéw fizjologicznych. Dlatego tez uwazam za w petni
uzasadnione podjecie badan dotyczacych zbadania wplywu warunkéw ekstrakcji do fazy
stale] z wykorzystaniem komercyjnych adsorbentéw na wydajno$¢ procesu oraz jego
walidacje. Miniaturyzacji procedury ekstrakcji pozwalajaca na zmniejszenie iloéci uzywanych
odczynnikéw, czy syntezy nowych adsorbentéw, w tym na bazie nanoczgstek
magnetycznych. Opracowanie nowych procedur do ekstrakcji  oligonukleotydow
niezmodyfikowanych i modyfikowanych, wreszcie mozliwosci zastosowania opracowanych
procedur do ekstrakcji ASO i ich syntetycznych metabolitéw z osocza ludzkiego, w celu ich
oznaczania za pomocg UHPLC, zaréwno w trybie par jonowych, jak i w odwréconym
ukladzie faz (RP).

Uzyskane wyniki mgr Lukasz Nuckowski syntetycznie opisal w autoreferacie oraz
obszernie przedstawil i wnikliwie omowit w pigciu publikacjach oryginalnych wchodzgcych
w skiad rozprawy (prace D2-D6). Do najciekawszych wynikow uzyskanych przez doktoranta

zaliczam:

e Kompleksowe badania wptywu parametréw procedury ekstrakcji do fazy stalej,
oligonukleotydéw niemodyfikowanych i modyfikowanych, z wykorzystaniem
komercyjnych —adsorbentéw niepolarnych w  trybie par jonowych, w tym
zastosowanego odczynnika do tworzenia par jonowych i rozpuszczalnika, co
pozwolilo na okreslenie istotnych parametréw tego procesu. A takze pordwnanie
roznych adsorbentéw i wykazanie, ze zastosowanie adsorbentéw polimerowych

pozwala na wicksza wydajnos¢ ekstrakeji.



® Zaproponowanie mikroekstrakcji do fazy stalej (MEPS) z sorbentem w
umieszczonym w igle strzykawkowej jako nowej, uzytecznej procedury
przygotowania prébek do analizy oligonukleotydéw ASO, charakteryzujgcej sie
niewielkim zuzyciem materialéw i odczynnikéw i krotkim czasem ekstrakcji.
Zoptymalizowanie procedury ekstrakcji MEPS i wykazanie jej wyzszosci nad
standardows ekstrakcja SPE, w tym lepszg wydajnoscia ekstrakcji i dobra

powtarzalnoscia.

* Zsyntezowanie trzech nowych adsorbentéw na bazie imidazoliowych cieczy
jonowych, z wuzyciem diwinylobenzenu jako komonomeru sieciujgcego i
azobis(izobutyronitrylu) jako inicjatora reakcji polil}leryzacji, zaré6wno tzw. sypkich,
jak i naniesionych na nanoczastkach magnetycznych  (PIL). Materialy
scharakteryzowano wykorzystujac do tego celu FT-IR, SEM i analize elementarng.
Wykazano réwniez, ze  otrzymane nowe materiaty sorpcyjne charakteryzujq sie
wysokimi wartosciami odzysku i dobra powtarzalnodcig. Co nie mniej wazne,
zastosowanie sorbentéw na bazie cieczy jonowych pozwala oming¢ etap
wezesniejszego usuwania bialek z analizowanej probki co znacznie upraszcza

procedure ekstrakcji.

* Wykazanie uzytecznoéci opracowanych procedur przygotowania probek osocza do
analizy oligonukleotydéw ASO, stosowanych jako leki w terapii antysensownej, co

wskazuje na mozliwo$¢ ich zastosowania w praktyce laboratoryjnej.

Nie mam wigkszych zastrzezen dotyczacych merytorycznej strony publikacji
przedstawionych do oceny jako rozprawa doktorska. Prace te zostaly bowiem gruntownie
ocenione przed opublikowaniem przez odpowiednich recenzentéw, tym bardziej ze zostaly
opublikowane w czasopismach o wysokiej renomie. Niemniej jednak ma dwie uwagi/pytania

do dyskusji:

Pytania te dotycza sposobu syntezy sorbentéw na bazie cieczy jonowych zwanych

przez Autora sypkimi.



- Jakg metode polimeryzacji zastosowano: w bloku, strgceniows, emulsyjng czy w
zawiesinie? W otrzymanych materiatach, zaréwno w autoreferacie, jak i publikacji

dotyczacej tego typu sorbentéw nie znalaztem informacji na ten temat?

Czy zastosowano w mieszaninie‘ polimeryzacyjnej rozpuszczalniki, tak zwane
porogeny, pozwalajace na zwigkszenia pojemnosci sorpcyjnej, a tym samym efektywnosci
sorpeji? A jezeli tak, to dlaczego badajac struktury syntezowanych sorbentéw nie okreslono
réwniez ich powierzchni wiasciwych i porowatosci (Srednica poréw, rozkladu wielkosci
poréw) a jedynie nie zawsze pozwalajace na jej jednoznaczne okreslenie, spektroskopie FT-

IR i skaningowa mikroskopie elektronowa (SEM)?

Na podstawie lektury publikacji wchodzacych w sktad rozprawy przypuszczam, ze
Doktorant sprawnie postuguje si¢ jezykiem angielskim. Na uwage zashuguje fakt, iz
Autoreferat jest dobrze napisany i zawiera tylko nieliczne drobne bledy literowe, ktérych nie

warto nawet wymieniad.

Podsumowujagc cheiatbym  stwierdzi¢, ze przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska reprezentuje wysoki poziom badan i zawiera wiele elementé6w nowosci naukowe;j.
Zakres badan, zawarte w niej wyniki do§wiadczalne, sposéb interpretacji oraz wnioskowania
wskazujg, ze mgr Fukasz Nuckowski wykazal umiejetno$é samodzielnego prowadzenia
badan naukowych i wniést istotny wklad w rozwéj badan z zakresu chemii analitycznej, a
szczegoblnie opracowania nowych procedur wydzielania i oznaczania oligonukleotydéw, w
tym oligonukleotydéw antysensownych w prébkach biologicznych. Po zapoznaniu sie z
rozprawg mgra Lukasza Nuckowskiego stwierdzam, Ze przedstawiona rozprawa spelnia
wszelkie wymagania stawiane w Ustawie o tytule naukowym i stopniach naukowych
rozprawom doktorskim i wnosz¢ o jej dopuszczenie do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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- Wnhniosek o wyréznienie rozprawy

Biorac pod uwage znaczace osiggniecia naukowe, ktore zostaly szczegolowo
omoéwione w przedstawionej recenzji oraz fakt, ze jest to praca nowatorska, dojrzata, bedgca
dorobkiem przemyslen i systematycznych badan wnioskuje o wyréznienie pracy doktorskiej
mgra fukasza Nuckowskiego. W przedstawionej do recenzji pracy chcialbym zwréci¢ uwage
przede wszystkim na fakt, iz Doktorant opracowat efektywne procedury przygotowania
probek do analizy oligonukleotydéw antysensownych i wykazatl ich zdolnosé¢ do wydzielania
tych substancji z prébek rzeczywistych o skomplikowanym skladzie, takich jak probki
osocza. Substancje te s3, ze wzgledu na ich aktywno$é biologiczng, coraz czgsciej stosowane
w terapii farmakologicznej niektérych choréb uwazanych za nieuleczalne. Dlatego tez
niezb¢dne jest opracowywanie efektywnych procedur oznaczania tego typu zwigzkéw,
szczegblnie w ptynéw fizjologicznych. Przedstawiana praca miesci sie¢ w tym zakresie i z tego
powodu jest wazna zaréwno z naukowego, jak i praktycznego punktu widzenia.

Pomimo tego, ze prace wchodzace w skiad rozprawy doktorskiej mgra Lukasza
Nuckowskiego sa wieloautorskie to chciatbym réwniez zwrécié uwage na fakt, iz we
wszystkich tych pracach jest On pierwszym autorem, a w jednej rowniez autorem
korespondencyjnym, co $wiadczy o tym, ze udzial Doktoranta zaréwno w realizacji, jak i w
opracowaniu manuskryptéw publikacji byt znaczacy.

Jestem réwniez pod wrazeniem imponujacego dorobku naukowego osiggnictego w
krotkim czasie studiow doktoranckich. Mgr Nuckowski jest bowiem wspotautorem 11
publikacji z listy filadelfijskiej, w tym 6 wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, 5
publikacji z listy filadelfijskiej i 1 rozdziatlu w monografii oraz 4 prac w czasopismach spoza
listy JCR, ktére nie wchodza w sklad rozprawy doktorskiej. Ponadto Doktorant przedstawit
wyklad na 62 Zjezdzie Naukowym PTChem i 4 komunikaty konferencyjne oraz 9 posterow.

Jest wspotautorem kolejnych 6 wyktadéw i komunikatéw oraz 7 posterow.

Parametry naukowo metryczne sa rowniez wysokie, Jego prace byly bowiem
cytowane ponad 60 razy, a indeks h=4, wg bazy Scopus.
Biorac powyzsze pod uwage z pelnym przekonaniem skladam wniosek o wyréznienie

rozprawy doktorskiej mgra L.ukasza Nuckowskiego.



