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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Kilanowskiej
p.t. ,Zastosowanie technik chromatograficznych sprzezonych ze spektrometria mas w badaniu

metabolizmu in vitro oligonukleotydéw antysensownych pierwszej i drugiej generacji”

Oligonukleotydy, czyli krétkie syntetyczne fragmenty kwasow nukleinowych, majag olbrzymi
potencjat jako czynniki terapeutyczne, ze wzgledu na zdolnos¢ do selektywnego wyciszania ekspresji
poszczegdlnych gendw. Jednym z rodzajéw tego typu narzedzi terapeutycznych sg antysensowne
oligonukleotydy (ASO) zaproponowane przez Paula Zamecnika w latach 70-tych ubiegtego stulecia,
ktérych dziatanie polega na tworzeniu heteroduplekséw z mRNA, ktére zawieraty sekwencje
komplemantarna do ASO, co prowadzi do zahamowania ekspresji danego genu. Dzieje sig tak poprzez
degradacje mRNA w wyniku aktywacj RNAzy H lub blokowanie rybosoméw. Obydwa mechanizmy
skutkuja zahamowaniem biosyntezy danego biatka. Technologia ta w swojej historii przechodzita
pewne zakrety od olbrzymiej euforii zwigzanej z ich potencjatem, po rozczarowanie wynikajace z braku
spektakularnych zastosowari, aby w ostatnim dziesigcioleciu ponownie wrécic do task. Obok
olbrzymiego potencjatu jaki majg ASO jako terapeutyki, posiadajg one tez istotne wady ograniczajace
ten potencjat; naleza do nich m. in. naturalna podatnos¢ na degradacje, brak zdolnosci do penatracji
bton biologicznych, niespecyficzne wigzanie si¢ do biatek obecnych w osoczu. Z tego powodu przez
ostatnie dziesieciolecia rozwijane sa kolejne generacje ASO, w ktérych zastosowano réznorodne
rodzaje modyfikacji chemicznych poprawiajgcych wtasciwosci biologiczne. Z drugiej strony badanie
efektu tych modyfikacji, stezenia w ukfadach biologicznych, metabolizmu modyfikowanych

oligonukleotydéw, oceny ich czystosci i stabilnosci wymaga odpowiednich metod analitycznych. | tego
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wtasnie dotyczy rozprawa przygotowana przez Panig magister Anne Kilanowska wykonang pod
kierunkiem dr hab. Sylwi Studzinskiej, prof. UMK w Katedrze Chemii Srodowiska i Bioanalityki,
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa Pani mgr Anny Kilanowskiej zostata przygotowana w
formie cyklu 6 publikacji opatrzonych 32 stronicowym komentarzem. Na zbidr prac, sktada sie dwie
prace przegladowe (Critical Reviews in Analytical Chemistry |F = 4.568; oraz RSC Advance, IF = 3.119)
oraz 4 oryginalne prace eksperymentalne (Analytical and Bioanalytical Chemistry, IF = 3.637; RSC
Advances, , IF = 3.119; Talanta, IF = 5.339; Journal of Chromatography A, IF = 4.049). We wszystkich
szeéciu pracach Doktorantka jest pierwszym autorem. Ponadto mgr Anna Kilanowska jest
wspdtautorem siedmiu kolejnych prac, ktére nie zostaty wigczone do doktoratu. Nie ma wigc
watpliwosci, zwtaszcza biorac pod uwage etap kariery, ze jest to bogaty dorobek naukowy.

Celem rozprawy byto badanie metabolizmu réinych generacji olgonukleotydéw
antysensownych w ukfadach in vitro. Droga do realizacji tego celu byto opracowanie efektywnych
metod rozdzielania modyfikowanych oligonukleotydéw. W tym celu zastosowano réine fazy
stacjonarne oraz ruchome. Zbadano réwniez wptyw fazy ruchomej na czutoé¢ oznaczania ASO metoda
spektrometrii mas. W kolejnym etapie warunki te wykorzystano do oznaczania oligonukelotydow w
prébkach biologicznych, oznaczania stabilnosci ASO w uktadach in vitro oraz badania ich metabolizmu.

Autorski komentarz do cyklu prac bedacych przedmiotem recenzowanej pracy jest krotki, cow
pewnym sensie jest to spowodowane tym, ze przeglad literatury zostat przedstawiony w dwéch
pracach przegladowych wchodzacych w sktad cyklu. Komentarz rozpoczyna sie od krotkieego
przedstawienia gtéwnych technik chromatograficznych stosowanych w analizie oligonukleotydow.
Autorka najwiecej uwagi poéwieca chromatografi jonowymiennej (IEC), chromatografi par jonowych
(IPR), oraz chromatografii cieczowej oddziatywan hydrofilowych (HILIC) przedstawiajgc ich zalety,
ograniczenia w kontekécie rozdziatu oligonukleotyddéw, czutosci ich oznaczania oraz kompatybilnosci
ze spektrometria mas. Pewne aspekty tego zagadnienia sg znacznie szerzej oméwione w pierwszej
pracy przegladowej wchodzacej w skfad cyklu. Po$wiecona jest ona chromatografii par jonowych
sprzezonej ze spektrometrig mas do badania oligonukleotyddw i ich metabolitéw. Druga z kolei praca
przegladowa (RSC Advances) poswiecona jest badaniom in vitro i in vivo nad oligonukleotydami
antysensownymi. Pewnych aspektéw zwigzanych z réinymi generacjami ASO, ich strukturg i
wiaéciwoéciami oraz mechanizmami dziatania oligonukleotydéw w komentarzu do cyklu mi zabrakto.
Zagadnienia te zostaly potraktowane bardzo ogélnikowo i wydaje mi sig, Ze rozwinigcie tej tematyki
we wstepie lepiej uzasadniatoby ogrom pracy wtozony w optymalizacjg metod oczyszczania, rozdziatu
i detekcji oligonukleotyddéw i ich metabolitéw.

Badania wtasne przedstawione w komentarzu zostaty podzielone na trzy czgsci:a) opracowanie

metod chromatograficznych do analizy ASO, b) badanie metabolizmu ASO w uktadzie in vitro, c)
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zastosowanie dendrymerycznych faz stacjonarnych w analizie ASO. Jesli chodzi o optymalizacje metod
chromatograficznych badano nastepujace czynniki: sktad fazy ruchomej na rozdziat chromatograficzny
oraz czuto$¢ oznaczania przy uzyciu MS, sktad fazy stacjonarnej na rozdziat oraz opracowanie metod
chromatograficznych do rozdziatu mieszanin ASO. Generalnym celem, ktéry przyswiecat tej czesci
badan byto opracowanie metod chromatograficznych do analizy ASO, ktére sg efektywniejsze niz
metody dotychczas stosowane.

Pierwszy etap polegat na badaniu wptywu réznego sktadu fazy ruchomej w IPC oraz HILIC na
retencje i rozdziat mieszaniny ASO. W tym celu stosowano réznego rodzaju aminy w mieszaninie z
1,1,1,3,3,3-heksafluoro-2-propanolem (HFIP), sole organiczne lub imidazolowe ciecze jonowe.

Jesli chodzi o faze stacjonarng to testowano kolumny charakteryzujgce sie zmniejszong
$rednica ziaren (<2 um) i wtasciwosciach hydrofobowych oraz polarnych w trybie HILIC oraz IPC
wykorzystujac komercyjne kolumny wypetnione niemodyfikowanym zelem krzemionkowym oraz takie
zawierajace zawierajgce grupy zwiekszajgce w réznym stopniu hydrofobowos¢. W rozdziale 2.2.3
Doktorantka krétko podsumowauje, ktére z zastosowanych uktadéw eksperymentalnych pozwalajg na
skuteczny rozdziat mieszaniny oligonukleotydéw rdéznych generacji. Najwazniejsza konkluzja z tego
etapu badan jest taka, ze najlepsza selektywnosé uzyskano w trybie IPC. W trakcie dalszych badan
wykazano, réwniez ze ten uktad eksperymentalny jest korzystny z punktu widzenia czutosci oznaczania
ASO metoda spektrometrii mas. Skrupulatne i pracochtonne badania przeprowadzone przez
Doktorantke doprowadzity do konkluzji, ze najlepsze warunki analizy mieszaniny oligonukleotydéw
pod katem selektywnosci rozdziatu i czutosci oznaczenia daje metoda IPC, oktadecylowe lub
pentafluorenylowe wypetnienie kolumny oraz faza ruchoma skfadajgca sie z mieszaniny N,N-
dimetylobutyloaminy, HFIP oraz metanolu. Jesli chodzi o moje uwagi do tej czesci to przyznaje, ze
zabrakto mi glebszego uzasadnienia, do tych pracochtonnych badan polegajacych na rozdziale ASO
réznych generacji, zawierajacych rézne modyfikacje. O ile badania oligonnukleotydéw réznej dtugosci
wydaje sie doé¢ oczywiste w kontekscie metabolizmu ASO, to rozdziat oligonukleotydéw roznych
generacji juz taki oczywisty nie jest. Prositbym Doktorantke aby odniosta sig do tego problemu podczas
publicznej obrony, wyjasciajac, czy istnieje rzeczywista potrzeba analizy tego typu mieszanin? Zabrakfo
mi réwniez odniesienia w jakim stopniu osiggnieto cel ogdlny, czyli czy udato sie poprawic rozdziat i
czutoéé oznaczania oligonukleotyddw w stosunku do obecnie stosowanych metod znanych z literatury.

Kolejnym etapem pracy bylo wykorzystanie zoptymalizowanych metod do badania
metabolitébw wybranych ASO. W tych badaniach wykorzystano jako model in vitro mikrosomy
pozyskane z watroby ludzkiej. Przed przystapieniem do analizy metabolizmu oligonukleotydow, uktad
zoptymalizowano pod katem czasu inkubacji oraz skfadu buforu reakcyjnego. W Tabeli 1
przedstawiono jakie produkty udato sie wykry¢ w mieszaninie rakcyjnej dla 5 oligonukleotydow,

jednego niemodyfikowanego oraz czterech modyfikowanych. Wprawdzie skréty zamieszczone w tabeli
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nie zostaty wyjasnione w tekécie, ale zaktadam, ze 3'N-1 oznacza metabolit skrécony o jeden nukleotyd
na 3’ korcu, a z kolei 5’N-3 metabolit skrécony od strony 5’ o trzy kolejne nukleotydy. Zgodnie z
oczekiwaniami najwiecej metabolitéw wykryto dla niemodyfikowanego oligonukleotydu, niewiele
mniej dla analogu tiofosforanowego, najbardziej stabilny w badanym uktadzie okazat sie MOE20, dla
ktérego udato sie wykryé tylko jeden metabolit (3'N-1). Zabrakto réwniez komentarza dotyczgcego
stereochemii wiazar tiofosfodiestrowych w badanym oligonukleotyddzie tiofosforanowym. Ta czgsc
pracy wydawata mi sie bardzo interesujaca, jednak rodzita tez kolejne pytania. Przyktadowo, czy
rozpatrywane byly inne rodzaje metabolitéw jak tylko wynikajace ze skracania tafcucha
oligonukleotydowego? Czy poszukiwano produktéw utleniania zasad nukleinowych, czego mozna by
spodziewac¢ sie w obecnosci cytochromu P450? Czy rozwazano wykorzystanie do tych badari réwniez
lizatu komoérkowego z komérek docelowych, takich w ktérych ASO miatyby funkcjonowac jako
terapeutyki?

Ostatnia cze$é rozprawy opisuje nieopublikowane dotychczas wyniki badan nad
zastosowaniem dendrymerycznych faz stacjonarnych w analizie oligonukleotydow metoda
chromatografii jonowymiennej. Jest to ciekawa koncepcja, udato si¢ Doktorantce uzyskac dobra
separacje jednak ze wzgledu na stosowang faze ruchoma typowa dla chromatografii jonowymiennej,
czutoé¢ detekcji w spektrometrze mas byta niska, zatem jej uzytecznosc jest ograniczona jedynie do
zastosowan w ktérych czutos¢ metody nie jest istotna.

Podsumowujac Doktorantka podczas realizacji projektu doktorskiego uzyskata bardzo bogaty
materiat doswiadczalny. Dotyczy on bardzo istotnego zagadnienia jakim jest opracowanie metod
analitycznych zwiazanych z rozwijaniem nowatorskich metod terapeutycznych. Sam autorski
komentarz do cyklu prac jest doé¢ oszczedny i budzi niekiedy watpliwosci co do jasnosci przekazu i jego
kompletnosci. Jednak nie ma watpliwosci, ze rozprawa wnosi istotny wktad w metodyke separacji i
oznaczania oligonukleotydéw anysensownych i ich metabolitéw. Dorobek Kandydatki uwazam za
bardzo istotny. Sze$¢ prac plerwszoautorskich opublikowanych w uznanych przez srodowisko naukowe
czsopismacham uwazam za dowdd dojrzatosci i samodzielnosci naukowej Kandydatki.

W zwigzku z powyiszym z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny
rozprawa Doktorska spetnia wszelkie warunki okreslone w stosownej Ustawie i wnioskujg do do Rady
Dyscypliny na Wydziale Chemii UMK o dopuszczenie mgr Anny Kilanowskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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