5. Streszczenie

W niniejszej pracy doktorskiej zostata opracowana metoda analityezna do identyfikacji
produktow metabolizmu oligonukleotydéw antysensownych po inkubacji in vifro
z mikrosomami wyizolowanymi z watroby ludzkiej. Etap ten zostal poprzedzony doborem
parametréw metod opartych na chromatografii cieczowej w trybie par jonowych, oddzialywan
hydrofilowych oraz chromatografii jonowymiennej. Podj¢te w niniejszej rozprawie badania sa
wazne ze wzgledu na dynamiczny rozwoj terapii antysensownej i potrzebg opracowywania
nowych metod analitycznych, ktére przyczynilyby sie do wyeliminowania problemdéw
z czulos$cig oznaczania oligonukleotydéw oraz selektywnoscia rozdzielania ich mieszanin.

Zmiany dokonywane zaréwno w skladzie fazy ruchomej, jak i w rodzaju faz
stacjonarnych mialy na celu uzyskanie wyzszej czutoéci oznaczania oligonukleotydéw oraz
zwigkszenie selektywnosci rozdzielania tej grupy zwigzkéw. Takie podejscie umozliwilto
uzyskanie separacji kilku mieszanin oligonukleotydéw antysensownych réznigcych sie
diugoscia sekwencji i typem modyfikacji. Zastosowanie centralnego planu kompozycyjnego,
dobor parametrow zrodla jonizacji w spektrometrze mas oraz zmiany dokonywane w obrebie
fazy ruchomej, umozliwily uzyskanie wysokie] czulo$ci oznaczania oligonukleotydow.
Opracowana metoda analityczna zostata zastosowana W systematycznych badaniach
metabolizmu oligonukleotydéw antysensownych trzech r6znych generacji w uktadzie in vitro.
Etap ten poprzedzono szeroko rozumianym doborem parametréw inkubacji enzymatycznej,
poprzez zmiany dokonywane w obrebie stgzenia poszczegdlnych skladnikéw buforu
reakcyjnego. Takie podejscie pozwolito na okreslenie stabilnosci oligonukleotydow
antysensownych na dzialanie enzyméw. Zidentyfikowano metabolity bedace produktami
trawienia enzymatycznego, spowodowanego aktywnoscig zaréwno 3” jak i 5’egzonukleaz.
Efekt ten nie byt zalezny od rodzaju modyfikacji oligonukleotydéw antysensownych. Niemniej
jednak, wprowadzenie modyfikacji w ich strukturze wptywato na zwiekszenie stabilnoscei tych
substancji, w zwigzku z czym obserwowano mniejszg liczbe powstajgcych metabolitow dla
oligonukleotydéw drugiej i trzeciej generacji. Najwicksza liczbg metabolitow zidentyfikowano
dla niezmodyfikowanego oligonukleotydu, natomiast najmniejsza dla modyfikacji 2°-O—
metoksyetylowej w obrebie rybozy oligonukleotydu. Wyniki niniejszych badan wykazaly, ze
mikrosomy wyizolowane z watroby ludzkiej sa uzytecznym modelem in vitro w badaniach
biotransformacji szerokiej grupy modyfikacji oligonukleotydéw.
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