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pt.: ,,Zastosowanie technik chromatograficznych sprzezonych ze spektrometrig mas w
badaniu metabolizmu in vitro oligonukleotydéw antysensownych pierwszej i drugiej
generacji”

wykonanej w Katedrze Chemii Srodowiska i Bioanalityki Uniwersytetu im. Mikotaja Kopernika
w Toruniu pod pod kierunkiem promotora pani dr hab. Sylwii Studziriskiej, prof. UMK

Przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska obejmuje wszechstronnie przeprowadzone
badania metabolizmu réznych generacji ASO w uktadach in vitro. Do realizacji zadania
niezbednym stato sie opracowanie metod analitycznych pozwalajgcych na analize
wybranych oligonukleotydéw trzech réznych generacji o takiej samej sekwencji, lecz
réznigcych sie modyfikacja chemiczna.

Pierwszg kwestig, na jaka chciatam odpowiedzie¢ sobie po zapoznaniu sie z rozprawg

doktorska to kwestia wyboru analitéw: oligonukleotydy. Oligonukleotydy to krdtkie
fragmenty Kwasow nukleinowych, Ktore z Kolei s3 odpowiedzialne 2za dziedziczenie

cech od naszych przodkéw. Oligonukleotydy antysensowne réznig sie od tych
obecnych w organizmie cztowieka — majg inn3 budowe. Kilka z nich jest stosowanych w
terapii réznego rodzaju choréb. Wiekszos¢ jest jednak w fazie badari klinicznych w
testowaniu mozliwosci ich wykorzystania w leczeniu nowotwordéw.  Struktura
oligonukleotydéw antysensownych jest zmodyfikowana, aby po przyjeciu takiego leku
przez cztowieka nie ulegt on natychmiastowemu rozktadowi, a miat mozliwos¢ dotrzec
do miejsca dziatania w naszym organizmie. Ze wzgledu na ich wykorzystanie w medycynie
niezbgdne jest wiec poznanie ich losu w organizmie. A to bedzie mozliwe dzigki
przeprowadzeniu badari ich przemian pod wptywem dziatania enzyméw. Umozliwi to
okreslenie jakie metabolity bedy powstawa¢ w organizmie w zaleznosci od
modyfikacji strukturalnych oligonukleotydéw. Badania pozwol3 takze na oszacowanie czy
produkty metabolizmu beda wykazywaly aktywnogé biologiczna, czy beda szkodliwe dla



organizmu, w jakim stophiu i kiedy zostang z orgarizmu wydalone. Wybér analitéw
wzbudzit moje uznanie | duze zainteéresowanie naikowe.

Druga kwestig, na ktdrg zwrdcitam uwagg to: analityka oligonukleotydéw. Nie jest to tatwa
grupa anaiitow do rozdzielania. Ukfad chromatograficzny musi zapewni¢ | duig
selektywnosé i czutos¢ w analizie najbardziej polarnych nukleozydéw, nukleotydow i
oligonukleotyddw, ktérych nie mozna rozdzieli¢ przy uzyciu RP HPLC. Pod wzgledem
analitycznym.cel postawiony zostat wysoko, a moja ciekawos¢w sposobie jego osiggniecia
wzrosta jeszcze bardziej.

Trzecia kwestia to warsztat apardturowy. Potaczenie selektywnej ultra wysokosprawnej
chromatografii cieczowej z czuty detekejg MS (w réznych-trybach pracy spektrometru mas)
jest po: prostu komprom;sem pomigdzy obiema technikami. Optymalizacja warunkow
rozdzielania, jonizacji ES! | detekcji analitéw z grupy oliginukleotydéw wymagata wykonania
wielu przemyslanych, obszernych, kompleksowych badar. Warsztat analityczny nie tylko
nie budzi jakichkolwiek zastrzezer, ale wrecz przeciwnie, podziw i uznanie.

Z forrmalnego punktu widzenia oceniana rozprawa obejmuje 144 strony maszynopisu
podzielonych na szereg rozdzialdw, wsréd kidrych mozna wymieni€ czesci typowe dla tego
typu dziel, czyli: wykaz skrétéw i oznaczen (2 strony), wprowadzenie (obejmuje 3 strony),
cele i zalozenia pracy (2 strony), omdwienie problemu badawczego {czyli metod
chromategraficznych,  badari 'méi:aboliizmu, zastosowan dendryf-nerycznych faz
stacjonarnych - 22 strony), bibliogr‘aﬁa (6 stron, 81 pozycji literaturowych, z c‘zego' ok. 75%
to prace starannie dobrane. opublikowdne w ostatnim piecioleciu), po czym po
Zamieszczonych publikacjach wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej ulokowano
podsumowanie i wnioski (2 strony), streszczenie w fezyku polskim. i -angielskim, dorobek
naukowy Autorki pracy doktorskiej wraz z o$wiadczeniami wspétautorow.

Efektem prac jest aZ sze$é publikacji naukowych. Stanowig one zwarta cato$é przedtozonej
do recenzji rozprawy doktorskiej. Tak obszerne badania nie s3 opisane wczedniej w

literaturze. Doktorantka jest pierwszym autorem we wszystklch szesciu  pracach
wchodzacych w sktad rozprawy, a oswiadczenia wsporautorow nie budzg watpliwosci co

do wiodacej roli pani. mgr Anny Kilanowskiej: Dodam tutaj, iz tematyka badawcza jest
wedtug mojéj opinii w petni.aktualna.

Tekst zostat napisany jasnym i poprawnym jezykiem. Autorka rozprawy doktorskiej
znaczaco utrudnita recenzentowi zadanie doszukania sig niejasnosci i uchybieri dbajac o
poprawnosé takze pod katem gramatycznym i interpunkeyjnym.

Opisy problemu badawczego, jak i sposobu jedo realizacji oraz uzyskane wyniki sa
zaprezentowane kompleksowo i poruszajg wszystkie wazne aspekty, co swiadczy o duzej
wieclzy Doktorantkii dobrej znajomosci tematu.

Analizujgc przedstawiony do recenzji materiat pod katem merytorycznym,. chciatabym
nodkresii¢, iz w rozprawie doktorskiej przedstawiono opracowane metody kompleksowej
analizy ASO réinych generadgji za_rOWInO: w probkach osocza, jak | w prébkach po inkubagji
enzymatycznej. Rosnace zainteresowanie badaczy potencjalnymi terapeutykami; jakimi sg



ollgonukleotydy antysensowne, sprawia, ze wymagana: jest ich czuta analiza na réznych
etapach badad. Takie czute metody opracowano i przedstawiono. Doboru parametréw
retod chromatograficznych rozdzielania mieszanin ASO dokonano poprzez selekcje
rodzaju faz stacjonarnych i sktadu faz ruchomych dla réznych trybdw chromatograhi
cieczowej: IPC, HILIC i IEC. Opisano mechanizm retencji ASO wtrzech badanych trybach LC.
Wykorzystano po raz pierwszy ciecze jonowe jako modyfikatory fazy ruchomej w IPC. W
trybie HILIC wykazano mozliwoéé zastosowania faz sta¢jonarhych o matej srednicy ziarna
wypetniénia. Za pomocg dwubiegunowego wypetnienia kolumny chromatograﬁcznej
rozdzielono mieszaniny oligonukleotydéw réznych generacji. W trybie 1PC pokazano
mozliwos¢ zastosowania zsytezowanych w katedrze Chemii Srodowiska i Bioanalityki
dendrymierycznych faz ‘stacjonarnych. Do .detekcji oligonukieotyddw stosowano
'sp'e'kt'rometriq mas. Opracowane metody analityczne zastosowano do badania
metabolizmu in vitro oligonukleotydéw rézniacych sie dtugosciy sekwencji | modyfikacjg
chemiczrig. Jestem przekonana, ze opracowane przez panig mgr Anne Kilanowskg metody
moga by¢ wykorzystane w rutynowych analizach oligonukleotyddw, w- badaniach <ciezek
transformacji, w badaniach przedkliniczn_ych i klinicznych. |

Z uwagi na fakt_',__ iz wyniki prowadzonych badari zostaly szczegGtowo opisane w
publikacjach naukowych opublikowanych w renomdwanych czasopismach (Critical Review
in Analytical Chemistry-(IF=4.568), RSC Advances (IF=3,119), Talanta (IF=5,339), Journal of
Chromatography A (IF=4.049), Analytical and Bioanalytical Chemistry (IF=3.637)) — a
wiadomym- jest fakt, iz opublikowanie wigzato sie z ocena dwéch, a w niektdrych
przypadkach i trzech recenzentéw — czuje si¢ zwolniona z recenzowania tych publikacji.
Przedstawie w tym miejscu najwazniejsze osiggnigcia Doktorantki zaprezentowane w
pubiikacjach:

1. ,Analysis of Antisense Oligonucleotides and Their Metabolites with the Use of fon Pair
Reversed-Phase Liquid Chromatography Coupled with Mass Spectrometry”; Anna
Kaczmarkiewicz, tukasz Nuckowski, Sylwia Studziriska, Bogustaw Buszewski — praca
przegladowa Critical Review in Anal. Chem., 49, 256-270 (2019).

W  wjw pracy przegladowe] przedstawiono aktualnie zatwierdzone leki
ollgonukleotydowe (OGN) i podsumowane ich rodzaje modyﬁkacjl, mechanizmy

dziatania oraz zastosowanie do analizy.chromatograﬁl cieczowe] z odwrdconymi
fazami par jonowych. Szczegdling uwage zwrécono na dobdr faz stacjonarnych do
rozdzielania. OGN oraz wplyw réinych sktadow faz ruchomych na retencjg i
intensywnos< sygnatu w spekirometrii mas (MS). Ponadto opisano zastosowanie
chromatografii cieczowej opartej na oddziatywaniach parach jonowych sprzezonej z
MS’ do rozdzielania i oznaczania metabolitéw ASO. Podkreéle; ze uwzgledniono
rodzaj matrycy, czas analizy, granice oznaczalnosci | wykrywalnosci, a takze precyzje,
doktadnoé¢ i liniowo$é opracowanych metod.



2.,,In vive and in vitro studies of antisense oligonucleotides — a review”; Anna Kilanowska i

Sylwia Studzitiska, RSC Advanices, 10, 34501-34516 (2020)

‘W tej pracy podsumowano wybrane mechanizmy antysénsownego dziatania lekéw,
a takze dotychczas zatwierdzone przez Agencje ds. Zywnosci i Lekéw oraz
Europejskg Agencje Lekdw leki. Ponadto krétko podsumowano metody
bioanalityczne stosowane w badaniach farmakokinetyki i metabolizmu ASO.
Szczegding uwage zwraca sie na ‘podstawowe ‘wihasciwosci farmakokirietyczne
réznych klas chemicznych antysénsownych oligonukleotyddw. Poriadto szeroko
opisano szlaki metaboliczne tych zwigzkdw in vivo i in vitro, z naciskiem na rézne
modele zwierzece, jak réwnieZ modele in vitro.

3. ,Analylis of the first and ‘second ;generafr’_onof antisense oligonucleotides in serum samples

with the use of ultra high performance liquid chromatography. coupled with tandem mass

spectrometry”; Anna K‘atzz‘narkieWicz,-_-tuk'asz Nuckowski-, Sylwia Studziriska, Talanta, 196,
54-63 (2019)

Celem badari byto zbadanie wptywu szedciu réznych odczynnikéw do parowania
jonéw w trybie chromatografii par jonowych na retencje i jonizacje siedmiu
antysensownych oligonukleotydéw, ktére maja te samg sekw.encjr.-;, ale rézne typy
modyfikadji i dfugesci. Ponadto badania retendji i selektywnosci przeprowadzono z
wykdrzys'tani_em czterech réznych faz stacjonarmych, w tym grup oktadecylowych,
oktylowych | .pentaﬂubrofeny10wych oraz liganddw z wb'u.dOWanymi grupami
polarnymi. Wyniki badati wykazaly, ze gtéwnymi czynnikami wpiywajgcymi na
retencje badanych zwigzkdéw sag hydrofobowosc amin oraz rozgatezienie taricuchéw.
Najwieksza retencje uzyskano dla heksyloaminy, a najmniejszg dla propyloaminy.
Kolumny -oktadecylowe i pentafluorofenylowe charakteryzowaly sie najlepszg
selektywnoscig | te¢ pierwszg wybrano do dalszych badati. ‘Ponadto
zoptymalizowano parametry praty tandemowej spektrometrii mas i oceniono
czuto$d oznaczania oligonukleotydéw rmetoda spektrome'tr.ii mas. Najwigkszg
czwose uzyskano dla 5 mmM N, N-dimetylobutyioaminy w potaczeniu 2z 1,1,1,5,3,3-
heksafluoroizopropanolem i metanolem, Opracowang metodé; z powodzeniem
zastosowano do oznaczania i rozdzielania mjie_ézaniny siedmiu réznych
oligonukleotyddw w surowicy. '

4. ,, Anglysis of antisense of_l'gonucleo_t'fdés with the use. of ionic liquids as mobile phase
modifiers”; Anna Kaczmarkiewicz, Judyta Zielak, tukasz Nuckowski, Sylwia Studziriska, RSC
Advances, 9, 39100-39110.(2019)

Gtéwnym celem bylo zbadanie wplywu. kilku cieczy- jonowych' na retencjg i
rozdzielenie oligonukieotydéw fosforotionianowych. Wykorzystano trzy rézne fazy
stacjonarne (oktadecyl, oktadecyl z wbudowanymi grupami polarnymi i
pentafluorofenyl) oraz ciecze jonowe. Wyniki uzyskane podczas tych badari
wykazaty, Ze wazrost. stezenia cieczy jonewych powoduje wazrost retenci
olig_onukleotyddw. Taki efekt obserwowano niezaleznie od zastosowanej fazy



stacjonarnej. Ponadto wydiuzenie faricucha alkilowego w strukturze cieczy
jonowych. 's'p_owodcjwa%o wzrost antysensownych' czynnikéw  retencji
oligonukleotydéw. Opracowano metode 'rozdzielani'a-oligo'n'ukle'otyddw. Najlep.szq.
selektywnos¢ uzyskano dia stacjonarnej fazy oOktadecylowej. Dodam, iz
zastosowanie cieczy jonowych jako dodatkéw do fazy ruchomej w analizie
oligonikleotyddw miato migjsce po raz pierwszy.

5..,Application of hydrophilic interaction liquid chromatography ‘coupled with tandem mass
spectrometry for the retention and sensitivity studies of antisense oligonucleotides”; Anna
Kilanowska, Bogustaw Buszewski, Sylwia Studziriska, J. Chromatogr. A., 1622, 461100-(2020) -

Celem badad byto zastosowanie chromatografii cieczowej oddziatywari
hydrofilowych jako alternatywnego padejécia chromatograficznego do badan
antysensownych: ofi_go‘nukleotydé'w. Zbadano wptyw kilku faz ruchomych,
réznigcych sié rodzajem soli, ich stezeniem i wartoscig pH na retencjg i rozdzielenie
antysensownych oligonukleotydéw. Zastosowano réwniez cztery rézne fazy
stacjonarne, w tym krzemionke niemodyfikowana, krzemionke modyfikowang
grupami. sulfobetainowymi, grupy polihydroksy i aminopropylowe. Tak szeroki
zakres badanych warunkéw byt przydatny w lepszym zrozumieniu mechanizmu
retencji b-adahych zwiqikdw. Wyniki tzyskane podezas tych badai wskazaly, ze
wiekszg retencje; wigkszy symetrie pikdw, ‘a takze skuteczniejsze rozdzielenie
mieszaniny wybranych oligonukleotydéw uzyskano dla obojnaczej fazy stacjonarnej.
Ponadio przepfowadzono optymalizacje: parametrow  pracy tandermowe]
spektrometrii mas z wykorzystaniem Central Composite Design. Przetestowano rézne
fazy ruchome, aby wybra¢ te, ktéra zapewnia najwieksza intensywnodé pikéw
antysensownych. oligonukleotydéw w trybie MRM, a tym samym najwieksza
mozliwg czutosé. Chromatografie cieczowa oddziatywar hydrofilowych poréwnanc
z chromatografiy par jonowych;, powszechnie stosowang w  analizie
oligonukleotydéw. Uzyskane wyniki. dowiodty, e chromatografia par jonowych
zapewnita lepsze wyniki pod wzgledem wydajnosci rozdzielania i powierzchni pikow
w monitorowaniu reakcji wielokrotnych w badanych warunkach. Jednak wyniki te
e w}!lduczajq zactasawania chramatografii ciaczowej addziabpwant hydrofilowyeh
jako alternatywnego podeéjscia chromatograficznego do analizy oligonukleotydow;
zwiaszcza, gdy wymagana jest fazaruchoma bez odézynnikdw par jonowych.

6. ,Studying in vitro metabolism of the first and second generdtion of antisense
oligonucleotides with the use of ultra-high-performance liquid chromatography coupled with
quadrupole time-of-flight mass spectrometry”; Anna Kilanowska, +ukasz Nuckowski, Sylwia
Studzitiska, Anal. Bioanal.-Chem., 412, 7453-7467 (2020)

Celem badar byta analiza i identyfikacja produktéw metabolizmu antysénsownych
oligonukieotydéw po inkubacji z mikrosomami ludzkiej watroby pod katem czterech
réznych modyfikacji oligonukleotydéw. W tym <celu opracowano metody
rozdzielania | detekcji oparte na zastosowaniu chromatografii cieczowej sprzezonej
z kwadrupolowa spektrometrig mas i z analizatorem ¢zasem przelotu. W pierwszej



kolejnosci dokonano optymalizacji parametréw  spektrometru mas, aby
wyselekcjonowad te, ktére zapewniaja najwyzsza mozliwg. czuto$é analizy
oligonuklestydéw. Ten etap przeprowadzono .dla dwdch  trybdw
chtomatograficznych - chromatografii par jonowych i chromatografii cieczowej
oddziatywari” hydrofilowych - ze wzgledu na ich powszechne zastosowanie w
analizie  oligonukleotydéw. Na podstawie wynikéw czutosci wybrano
chromatografi¢ par jonowych potaczong ze Spektrometria mas do rozdzielania
modelowych mieszanin oligonukleotydéw: Nastepnie opracowany metode
zastosowano w badaniu metabolizmu oligonukleotydéw in vitro. Najpierw
przeprowadzono szeroky .optymalizacje parametréw inkubagji, w. tym stezenia
sktadnikéw buforu reakcyjnego. Uzy'sk'-an'e wiyniki. wsk-azal'y, e zaréwno 3'-
egzonukleazy, jak i S'-egzonukleazy przyczynity sig. do biotransformacji
oligonukleotyddw. Ponadto mozna. siwierdzi¢, Zze liczba metabaolitow zalezy od
modyfikacji oligoriukleotyddw, a co za tym idzie, ich odpornosci na atak
enzymatyczny.

Z nieukrywanym zainteresowaniem zapoznatam sig trescig wyzej omdwionych publikacji,
po lekturze ktérej nasungty sig mi nastgpujgce pytania:

1. Polgczenie chromatografii cieczowe)j i spektrometrii mas to kompromis pomigdzy
rozdzieleniem (chroematograficznym) i czutostia (w detektorze). Prosze o przedstawienie
zalet stosowania HFIP w poréwnaniu do innych dodatkéw do fazy ruchomej,.

2. Wykazano mozliwosc stosowania cieczy jonowych jako dodatkéw do fazy ruchomej w
analizie oligonukleotyddéw. W' roli detekiora uzyto spekirofotometr -absorpcyjny. Czy
prébowata Pani zastosowad detekcje MS 7 Jesli tak, to jakie byly efekty? Jedli nie, to
_cII_a'cze_go?

3. Podczas identyfikacji. zwigzku zawsze mozna popetnié btad uzyskijac wynik falszywie
dodatni lub fatszywie negatywny. Jak Pani, podczas identyfikacji metabolitéw
oligonukleotyddéw antysensownych, weryfikowala wyniki celem eliminacji tych
podstawowych rrudnosci?

Licze na dyskusje w wjw zakresie podczas publicznej obrony rozprawy doktorskiej.

Podsumowujgc uwazam, iz badania bedace przedmiotem rozprawy doktorskiej Pani mgr
Anny Kilanowskiej istotnie przyczyniajg sie d'_o rozwoju nowych metod analitycznych
pozwalajagcych na kompleksowg analize oligonukleotydéw antysensowych pierwszej i
drugiej generacji z uzyciem technik chromatograficznych sprzezonych ze spektrometrig-mas.
w b'ad'aniu. met:albol_'izmu oligonukleotyddéw. Co wiegcej, ap_likatja opracowanych metod ma
ogromne znaczenie poznawcze. Dlatego z petnym priekon'aniém stwierdzam, iz rozprawa
doktorska autorstwa mgr Anny K-i'lénowskiej zatytutowana ,,Zastosowanie technik
chromatograficznych sprzgzonych ze spektrometria mas w badaniu metabolizmu in vitro
ollgonuk[éctyddw antysenso_wnych pierwszej | drugiej generacji” wykonana w Katedrze
Chemii Srodowiska i_Bioanality'k-i Uniwersytetu im. Mikotaja Kopernika w Toruniu pod



kierunkiem promotora pani dr hab. Sylwii Studziriskiej, prof. UMK w mojej ocenie spetfnia
aktualne wymagania merytoryczne i formalne Ustawy o Stopniach i Tytule Naukowym, w
zwigzku z czym wnosze do Rady Dyscypliny Nauk Chemicznych Wydziatu Chemii UMK w
Toruniu o dopuszczenie mgr Anny Kilanowskiej do kolejnych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jednoczesnie chciatabym podkresli¢, iz przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska
pani mgr Anny Kilanowskiej wpisuje sie we wspdtczesny nurt badand istotnych i
wzbudzajgcych zainteresowanie wsréd naukowcéw. Biorgc pod uwage ztozonosé
rozwigzywanego zagadnienia, obszerny zakres pracy przekraczajacy zwyczajowo przyjety,
duzg wnikliwos¢ i rzetelno$¢ Doktorantki w prowadzeniu pracy naukowej popart3
aktywnoscig i efektywnoscig naukowa (6 publikacji w tym 4 o charakterze oryginalnym i 2
prace przeglagdowe) i bogatym dorobkiem naukowym (w sumie 13 publikacji naukowych,
jedna monografia, 3 publikacje spoza listy JCR, uczestnictwo w konferencjach naukowych z
prezentacja komunikatéw i posteréw), pozwalam sobie na postawienie wniosku o
wyréznieniem rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Kilanowskiej. Wyréznieniu w mojej
opinii podlegaja badania retencji oligonukleotydéw antysensownych w trybie IP RP HPLC
oraz HILIC z =zastosowaniem UHPLC, badania wptywu réznych modyfikacji
oligonukleotyddbw na ich oddziatywania =z fazg stacjonarng, zastosowanie
UHPLC-ESI-MS/MS i UHPLC-ESI-Q-TOF-MS w analizie oligonukleotydéw antysensownych
oraz  badania ich  metabolizmu. Zaproponowane rozwigzania  probleméw
chromatograficznych zwigzanych z analitykg oligonukleotydéw antysensownych opisane
zostaty w literaturze po raz pierwszy, a zaprezentowane metodyki badawcze mogg by¢
wykorzystywane podczas rutynowych oznaczen oligonukleotyddéw.




dr Katarzyna Biatowiocz
Podpis ,ﬁa/ﬂ()/gz




