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Zatacznik 3A
do wniosku o nadanie stopnia doktora habilitowanego

1. Imie i nazwisko
Sylwia Kinga Studzinska (z domu: Kowalska)
2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

2002 - licencjat chemii, specjalno$¢ — chemia srodowiska; tytut pracy
dyplomowej: Teoria chromatografii. Procesy transportu membranowego,
promotor: prof. dr hab. Bogustaw Buszewski

2004 - magister chemii, specjalnos¢ — chemia Srodowiska; tytut pracy
dyplomowej: Zastosowanie technik chromatograficznych w analizie

zwigzkow biologicznie aktywnych, promotor: prof. dr hab. Bogustaw
Buszewski

2009 — doktor nauk chemicznych w dziedzinie chemii; tytut rozprawy doktorskiej:
Oznaczanie cieczy jonowych w probkach biologicznych i srodowiskowych
za pomocg tgczonych technik chromatograficznych, promotor: prof. dr hab.
Bogustaw Buszewski

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu

1 pazdziernika 2004 — 31 stycznia 2009 — doktorant w Katedrze Chemii
Srodowiska i Bioanalityki, Wydziatu Chemii UMK w Toruniu

1 marca 2009 — 30 wrzesnia 2010 — pracownik naukowo-techniczny w Katedrze
Chemii Srodowiska i Bioanalityki, Wydziatu Chemii UMK w Toruniu

1 pazdziernika 2010 — 31 stycznia 2013 — asystent w Katedrze Chemii
Srodowiska i Bioanalityki, Wydziatu Chemii UMK w Toruniu

1 lutego 2013 — obecnie — adiunkt w Katedrze Chemii Srodowiska i Bioanalityki,
Wydziatu Chemii UMK w Toruniu

4. Zainteresowania naukowe

Chromatografia cieczowa, spektrometria mas, kwasy nukleinowe i ich sktadowe
(nukleozydy, nukleotydy, oligonukleotydy), ciecze jonowe, fazy stacjonarne
do technik separacyjnych, opis mechanizmu retenc;ji

5. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze
zm.)

5.1. Tytul osiggniecia

Nowe podejscie do chromatograficznej analizy zwiazkdéw
budujgcych kwasy nukleinowe

(Osiggniecie stanowi jednotematyczny cykl publikacji od H1 do H8,
wymienionych w Zatgczniku 2A, ktorych kopie znajdujg sie w Zatgczniku 4)
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5.2. Autoreferat wraz z oméwieniem osiggniecia naukowego

Wprowadzenie

W 2002 roku ukonczytam studia licencjackie na Wydziale Chemii Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu i rozpoczetam studia magisterskie na specjalnosci chemia Srodowiska.
Praca dyplomowa, wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Bogustawa Buszewskiego,
dotyczyta analizy nukleozydéw i ich potranskrypcyjnie zmodyfikowanych pochodnych
za pomocg chromatografii cieczowej. Podczas realizacji pracy magisterskiej odbytam
miesieczny staz naukowy na Wydziale Chemii Uniwersytetu w Pardubicach w grupie
badawczej profesora Pavla Jandery, ktéry jest specjalista w zakresie chromatografii
cieczowej. Podczas pobytu poszerzytam swojg wiedze z zakresu mechanizmu retencji
w chromatografii cieczowej. Tytut magistra uzyskatam w lipcu 2004 roku. Wyniki mojej pracy
prezentowatam na konferencjach miedzynarodowych. Ukazaty sie one takze drukiem
w formie publikacji naukowej [1].

W tym samym roku odbytam kolejny staz naukowy w Laboratorium Bio-Nieorganicznej
Chemii Analitycznej i Srodowiska w Pau (Zaktad Instytutu Chemii Analitycznej, Materiatowe;
i Srodowiska, Francuskiego Osrodka Badan Naukowych). Miatam mozliwo$é pracowaé
naukowo w grupie badawczej profesora Ryszarda tobinskiego, specjalisty w zakresie
analizy specjacyjnej probek biologicznych i srodowiskowych. W czasie pobytu w Pau, poza
badaniami Scisle zwigzanymi z zastosowaniem spektrometrii mas z plazmg indukcyjnie
sprzezong (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry — ICP MS), zapoznatam
sie metodami pracy z prébkami biologicznymi (krew, osocze) oraz zywnosci (jaja kurze).

W 2004 roku, po zdaniu egzaminéw wstepnych, zostatam stuchaczkg Studium
Doktoranckiego na Wydziale Chemii UMK. W pierwszym roku studiéw moja dziatalnosé
naukowa zwigzana byfa gtdwnie z badaniami mechanizmu retencji zwigzkéw biologicznie
aktywnych w chromatografii cieczowej. Wynikiem prowadzonych badan byt szereg publikacji
w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym [2-7].

W 2005 roku kierunek i cel moich badan ulegly zmianie, co byto konsekwencjg
wnikliwego przegladu literaturowego oraz obserwowanym wsrod naukowcow roshgcym
zainteresowaniem cieczami jonowymi, ktdre miataby stanowi¢ m. in. zamienniki dla lotnych
rozpuszczalnikbw organicznych [8-12]. Zwigzki te sg powszechnie stosowane w wielu
dziedzinach nauki [10-12]. Stad niezbedne okazato sie wprowadzenie metod analitycznych,
ktore umozliwityby szybkie i precyzyjne oznaczanie tychze soli na niskich poziomach stezeh.
Ich opracowanie stato sie jednym z pierwszych celéw mojej pracy doktorskiej. W efekcie
prowadzonych badan opracowatam metode oznaczania cieczy jonowych za pomocg
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (High Performance Liquid Chromatography -
HPLC), ktéra stata sie przedmiotem publikacji naukowej [13]. Jest to jedna z pierwszych prac
na swiecie poswiecona temu tematowi. Badania chromatograficzne rozszerzytam celem
petnego poznania i okresSlenia mechanizmu retencji kationobw cieczy jonowych
w chromatografii cieczowej, co stanowito nowos$¢ na skale swiatowg. Z tego zakresu
opublikowano dotychczas trzy prace, ktérych jestem wspédtautorka [14-16].

Obserwowana rosngca ilos¢ =zastosowan cieczy jonowych stwarza zagrozenie
ich szybkiego rozpowszechniania sie i zarazem kumulacji w $rodowisku wodnym
jak i glebowym. Konieczne zatem stato sie zbadanie ich wptywu na srodowisko. W czasie
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kilkunastu miesiecy przeprowadzitam systematyczne badania kinetyki sorpcji oraz transportu
trzech kationéw imidazoliowych (réznigcych sie dtugoscig tanicucha alkilowego w pierscieniu
imidazoliowym) na pieciu typach gleb (o roznej zawartosci catkowitego wegla organicznego).
Uzyskane wyniki pozwolity na kompleksowe poznanie mechanizmu rozprzestrzeniania
sie imidazoliowych cieczy jonowych w glebie. Procesy te bowiem uzaleznione
sg od zawartosci catkowitego wegla organicznego oraz lipofilowosci analizowanych jonéw.
Efektywnos¢ procesu sorpcji rosnie ze wzrostem ilosci materii organicznej w glebie oraz
dtugosci tahcucha alkilowego w pierscieniu imidazoliowym, podczas gdy odwrotne tendencje
obserwowano w przypadku desorpcji i wymywania z gleb [17,18].

W trakcie realizacji badan nad cieczami jonowymi i ich wptywem na srodowisko,
w 2006 roku odbytam trzymiesieczny staz naukowy na Wydziale Farmacji Uniwersytetu
w Zagrzebiu. Wspotpraca z tym osrodkiem zaowocowata licznymi pomystami badawczymi,
a przede wszystkim testami nad toksycznym potencjatem cieczy jonowych wzgledem
rzezuchy ogrodowej Lepidium sativum L. Eksperymenty te kontynuowatam i rozszerzytam
ich zakres po powrocie do Torunia. Poczgtkowo okreslono toksycznos¢ wodnych roztworow
imidazoliowych cieczy jonowych wzgledem kietkow rzezuchy. Nastepnie eksperymenty
prowadzono w s$rodowisku glebowym na pieciu typach gleb, stosowanych wczesnigj
do badania sorpcji i transportu. Uzyskane wyniki dowiodty, iz chlorki imidazoliowych cieczy
jonowych s3g toksyczne dla rzezuchy Lepidium sativum L., przy czym wielkosS¢ stezen
efektywnych (ECsp) uzalezniona jest od srodowiska, w ktérym byly prowadzone testy [19].

Podjeta w rozprawie tematyka i kompleksowo$¢ przeprowadzonych eksperymentow
byty nowym kierunkiem w dziedzinie badan nad cieczami jonowymi. W realizacji badan duza
role odegraty granty, w ktorych petnitam funkcje wykonawcy. Byt to m.in. grant KBN
2P04G08329, grant UMK 319-Ch oraz Stypendium Marszatka Wojewoddztwa Kujawsko-
Pomorskiego, ktore w 90 % przeznaczytam na realizacje badan. Rezultatem prowadzonych
prac byty m. in. trzy zgtoszenia patentowe oraz szereg publikacji naukowych.

Wspomniane  prace ziozyty sie na  przygotowang pod  kierunkiem
prof. dr hab. Bogustawa Buszewskiego rozprawe doktorskg zatytutowana Oznaczanie cieczy
Jjonowych w probkach biologicznych | Srodowiskowych za pomocg ftgczonych technik
chromatograficznych, ktérg z wyrdznieniem obronitam 21 stycznia 2009 roku. Rozprawa
doktorska uzyskata szereg nagrdd i wyrdznien. Do najwazniejszych nalezg: nagroda firmy
Merck i Komitetu Chemii Analitycznej Polskiej Akademii Nauk za najlepszg rozprawe
doktorskg z chemii analitycznej oraz wyrdznienie Komisji Analizy Chromatograficznej KChA
PAN dla mtodych pracownikow nauki w dziedzinie metod rozdzielania.

Po uzyskaniu tytutu doktora nauk chemicznych, zostatam zatrudniona na Wydziale
Chemii UMK na stanowisku naukowo-technicznym (w okresie od 111.2009 do 1X.2010). W tym
okresie moim gtbwnym obowigzkiem byto opracowywanie nowych ¢wiczen laboratoryjnych
do przedmiotéw: Chemia $rodowiska | Ekologia, Ekoanalityka, Podstawy metod
separacyjnych. Rbwnoczesnie bratam udziat w badaniach, ktérych celem byto opracowanie
metody oznaczania cieczy jonowych za pomocg chromatografii jonowej. Efektem byto
opublikowanie dwoch prac naukowych [20,21].

W kwietniu 2010 roku otrzymatam stypendium Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej
w ramach programu ,Start”. Nastepnie w pazdzierniku tego roku zostatam przeniesiona
na stanowisko asystenta i rozpoczetam badania naukowe, ktore stanowig podstawe
rozprawy habilitacyjne;j.
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Postanowitam zmieni¢ tematyke badawczg, co bylo zwigzane z checig zdobycia nowej
wiedzy i rozpoczecia nowego etapu badah. W tym czasie w literaturze z obszaru chemii
analitycznej mozna bylo zauwazyé znaczgcy wzrost liczby publikacji z zakresu genomiki,
a dokfadnie — bioanalityki kwasow nukleinowych i monomerow je budujacych [22-24].

Czgsteczki budujgce kwasy nukleinowe

Kwasy nukleinowe to zwigzki petnigce funkcje zrédta informacji o budowie i cechach
kazdego organizmu zywego [25]. Zaréwno kwas deoksyrybonukleinowy (DNA), jak i kwas
rybonukleinowy (RNA) sg polimerami, zbudowanymi z mniejszych czgstek monomeréw —
nukleotydow. Te z kolei sg zbudowane z nukleozydéw potaczonych z grupag fosforanowa.
Dla prawidtowego funkcjonowania organizméw, niezbedne sg nie tylko kwasy nukleinowe,
ale takze zwigzki je budujgce, czyli: oligonukleotydy, nukleotydy i nukleozydy [25]. Obecnie
kwasy nukleinowe, jak i czgsteczki wchodzgce w ich sktad stanowig istotne narzedzia,
ktorymi postuguje sie biologia molekularna przede wszystkim w medycynie. Okresla sie
bowiem m.in. stezenie nukleozydow w moczu, nukleotyddw w mileku matki lub ptynie
mobzgowo-rdzeniowym, zawarto$¢ zmodyfikowanych oligonukleotyddéw w osoczu, itp.

Wykazano, ze poziom stezenia potranskrypcyjnie zmodyfikowanych nukleozydow
w moczu jest uzytecznym parametrem w badaniu zmian RNA i metabolizmu biatek. Zostaty
one uznane za markery choréb nowotworowych [26-28]. Natomiast obecnosé oraz poziom
stezenia nukleotydow musi by¢ monitorowany dla takich celdéw jak m. in.: ocena stanu uktadu
sercowo-naczyniowego, oznaczanie biomarkerow stresu oksydacyjnego, badanie
mikroorganizmow, zywnosci, suplementacji diety, mleka matek karmigcych oraz ptynu
mobzgowo-rdzeniowego [29-33]. Udowodniono ponadto, iz nukleotydy majg dziatanie
immunostymulujgce, poprawiajgce prace i wydolnos¢ ukfadu odpornosciowego [34,35].
Osiaggniecia w dziedzinie syntezy organicznej umozliwity wykorzystanie nukleotydéw
do otrzymywania oligonukleotydéw o zmodyfikowanej strukturze [25,36]. Zmiany strukturalne
egzogennych, syntetycznych czasteczek oligonukleotyddw majg na celu zwiekszenie
ich hydrofobowosci oraz odpornosci na dziatanie enzymoéw hydrolitycznych [37,38]. Zwigzki
te sg wykorzystywane jako Srodki terapeutyczne, poniewaz mogag blokowaé ekspresje
genow, czyli procesy transkrypcji i translacji [37-38].

Jednostki budujgce kwasy nukleinowe sg zatem albo markerami stanu chorobowego
(nukleozydy), albo substancjami zwiekszajgcymi odporno$¢ organizmu (nukleotydy), badz
tez lekami, ktére majg ten organizm przed chorobg broni¢ (oligonukleotydy).

Mozliwos¢ monitorowania zmian chorobowych, zachodzacych w organizmie poprzez
oznaczenie nukleozydow, jak réwniez terapeutyczne zastosowanie oligonukleotydow
powoduje, iz niezbedne staje sie ich oznaczanie w roznego typu matrycach. Prowadzi
to do poszukiwania nowych metod analizy. Powinny one charakteryzowac¢ sie krétkim
czasem analizy, selektywnoscig, czuto$cig i powtarzalnoscig. W analizie zwigzkow
budujgcych kwasy nukleinowe powszechnie stosowane sg techniki separacyjne, a zwtaszcza
chromatografia cieczowa [32,39-41]. W jej przypadku mozliwy jest dobdor warunkéw
rozdzielenia dzieki zmianom dokonywanym zaréwno w obrebie fazy stacjonarnej,
jak i ruchomej. Nukleozydy, nukleotydy, czy tez oligonukleotydy analizowane sg jednak
przede wszystkim Z wykorzystaniem oktadecylowego wypetnienia kolumny
chromatograficznej [32,33,39-42]. Nie zawsze jednak przy tego typu fazach stacjonarnych
udaje sie uzyskacC wystarczajgce rozdzielenie wszystkich biomolekut w mieszaninie lub tez
krotki czas analizy [32,33,40-42]. Materiat ten nie jest odpowiedni do analiz matych,
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polarnych czasteczek (nukleozydy lub niektére nukleotydy), poniewaz sg one czesto
wymywane blisko objetosci martwej kolumny. Dotychczas stosowanym rozwigzaniem
jest wykorzystanie kolumn o dtugosci 250 mm, co prowadzi jednak do dtugiego czasu analizy
[42,43]. W przypadku chromatograficznych badan oligonukleotydéw, rozdzielenie mieszanin
sktadajgcych sie ze zwigzkéw o niewielkich réznicach w sekwencji (np. zamiana jednej
zasady w danej pozycji sekwencji), wigze sie z uzyskiwaniem diugich czaséw analiz [44-46].

Cel badan, realizowanych w ramach habilitacji

Powodem podjecia niniejszych badan realizowanych w ramach rozprawy habilitacyjnej
stat sie fakt istnienia probleméw w chromatograficznej analityce jednostek budujgcych kwasy
nukleinowe, spowodowanych przez niekorzystne oddziatywania analitow
Z najpopularniejszymi fazami stacjonarnymi. Istniata zatem przyczyna do podjecia proby
zastosowania innego typu faz stacjonarnych zawierajgcych rozne, chemicznie zwigzane
do powierzchni nosnika, grupy funkcyjne.

Majac na uwadze role kwasdw nukleinowych oraz zwigzkéw je budujgcych
(nukleozyddw, nukleotydow i oligonukleotydéw) we wspodiczesnej nauce w aspekcie
zdrowotnym, podjeto badania naukowe, ktérych celem byto:

1. udoskonalenie  chromatograficznych metod analizy, ukierunkowanych
na zwiekszanie efektywnosci i selektywnosci rozdzielania, skrocenia czasu analizy
i uzyskania wysokiej czutosci dla jednostek budujgcych kwasy nukleinowe [H1-H7]
[47-53];

2. kompleksowe testowanie réznych typéw faz stacjonarnych oraz srednic ziaren
wypetnienn chromatograficznych pod katem ich zastosowania w rozdzielaniu oraz
analizie jako$ciowej i ilosciowej nukleozydow, nukleotydow oraz oligonukleotyddéw
[H2, H3, H4, H6] [48-50,52];

3. badanie mechanizmu retencji nukleozyddéw, nukleotydéw oraz oligonukleotydow
[H2, H3, H4, H6, H8] [48-50,52,54];

4. zastosowanie udoskonalonych metod chromatograficznego oznaczania
nukleozyddéw, nukleotydéw i oligonukleotydow w réznego typu matrycach (np.
osocze, mocz, zywnos$¢) [H1, H3, H4, H5, H7] [47,49-51,53];

5. préba wykorzystania spektrometrii mas z jonizacjg poprzez elektrorozpraszanie
oraz za pomocg plazmy indukcyjnie sprzezonej w analizie oligonukleotydéw [H7]
[53];

6. opracowanie modelu ilosciowych zaleznosci struktura-retencja, ktory umozliwi
oszacowanie wspotczynnikow retencji oligonukleotydow na bazie danych
retencyjnych uzyskanych dla nukleotydéw w uktadzie chromatografii par jonowych
[H8] [54].

Wykorzystanie réznorodnych faz stacjonarnych do chromatografii cieczowej
w analizie nukleozydéw, nukleotydow i oligonukleotydow

U podstaw prac H1 — H7, zwigzanych z testowaniem réznorodnych faz stacjonarnych
oraz ultra wysokosprawnej chromatografii cieczowej w analizie zwigzkéw budujgcych kwasy
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nukleinowe, lezy koncepcja udoskonalenia istniejgcych juz rozwigzan analitycznych, ktore
umozliwig uzyskanie lepszych wynikow w stosunku do prezentowanych dotychczas
w literaturze. Jak zaprezentowano w pracach H1, H2, H3, H4, H6, H8 analiza
chromatograficzna nukleozydéw, nukleotydéw oraz oligonukleotydow poddana zostata
szeroko rozumianej optymalizacji [47-50,52,54]. Zmian dokonywatam bowiem nie tylko
w obrebie typu wypetnienia, ale takze w skfadzie fazy ruchomej. Prace H2, H4, H6
prezentujg wyniki pierwszego etapu badan, w ktorym wykorzystano réznego typu fazy
stacjonarne, w przypadku ktérych do nosnika krzemionkowego zwigzano na drodze
chemicznej modyfikacji ré6zne grupy funkcyjne [48,50,52]. Wykorzystatam aminopropylowe,
alkiloamidowe, cholesterolowe, N,O-dialkilofosforoamidowe (fosfo-alkilowe) oraz fenylowe
wypetnienia kolumn chromatograficznych. W badaniach jako materiat poréwnawczy
stosowano oktadecylowg faze stacjonarng. Kazde z wymienionych wypetnien spreparowane
zostato w Katedrze Chemii Srodowiska i Bioanalityki, dlatego tez mozliwa byta kompleksowa
charakterystyka fizyko-chemiczna uzyskanych materiatdw. Pozwolita ona na uzyskanie
petnej i satysfakcjonujgcej informacji o ich wiasciwosciach. Nalezy podkresli¢, ze kolumny
te (poza oktadecylowg) nie byty nigdy wczesniej wykorzystywane w analizie tego typu
bioczgsteczek. Ponadto, nie stosowano tak duzej grupy faz stacjonarnych, ktore
zsyntezowano w jednym laboratorium badawczym na bazie tego samego nosnika, do analiz
nukleozyddw, nukleotyddw i oligonukleotyddw.

W kolejnych etapach badan przeprowadzitam systematyczne analizy, majgce na celu
dobdér warunkéw analiz chromatograficznych do rozdzielania badanych zwigzkéw.
W przypadku nukleozydéw oraz nukleotydéw badania te prowadzono dla kazdej z kolumn
w odwroconym ukfadzie faz (Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography -
RP HPLC), co omowione zostato w publikacjach H2, H4 [48,50]. Badatam wplyw metanolu
oraz octanu amonu, mréwczanu amonu i diwodorfosforanu potasu na chromatograficzne
oznaczanie nukleozydéw i nukleotydow. Wyniki zaprezentowane w H2 i H4 dowodzg, iz wraz
ze wzrostem stezenia buforu wchodzgcego w sktad fazy ruchomej wartosci wspoétczynnikow
retencji (k) nukleozyddéw i nukleotydow ulegty redukcji, podobnie jak asymetria pikow [48,50].
Do rutynowych oznaczen obu grup zwigzkéw wybrano bufor o stezeniu mieszczgcym sie
w zakresie 20-30 mM. Interesujgce efekty zaobserwowatam dla zmian dokonywanych
w obrebie pH buforu fazy ruchomej [48,50]. Testowatam fazy ruchome o pH mieszczgcym
sie w zakresie 4,0-7,0. Obnizenie pH powodowato wzrost wartosci k nukleozyddw
i nukleotydéw dla aminopropylowej, alkiloamidowej oraz cholesterolowej fazy stacjonarne;.
Jak udowodnitam w publikacjach H2 i H4, jest to zwigzane ze stopniowym protonowaniem
aminowych grup funkcyjnych, ktére znajdujg sie na powierzchni wymienionych trzech faz
stacjonarnych [48,50]. Zyskujg one bowiem tadunek dodatni i dziatajg jako wymieniacz
jonowy, co prowadzi do zwiekszenia retencji np. ujemnie natadowanych nukleotydéw (grupy
fosforanowe), na skutek oddziatywan elektrostatycznych. Przeciwny efekt zmian pH fazy
ruchomej odnotowatam dla wypetnienia fosfo-alkilowego, co jest konsekwencjg ujemnego
tadunku ligandéw fazy stacjonarnej, zwigzanych z powierzchnig krzemionki. Odczyn buforu,
wchodzgcego w sktad fazy ruchomej miat natomiast maty wptyw na retencje nukleozydow
i nukleotydéw w przypadku oktadecylowej i fenylowej fazy stacjonarnej [48,50]. W czasie
prowadzonych badan udowodnitam, iz zarbwno stezenie buforu, wchodzgcego w sktad fazy
ruchomej, jak i jego pH majg duzy wplyw na rozdzielczos¢ mieszanin nukleotydow
i nukleozydow. Nowoscig prowadzonych badarn jest wykazanie, iz odczyn jest w przypadku
niekonwencjonalnych faz stacjonarnych istotnym parametrem, umozliwiajgcym sterowanie
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rozdzielczoscig, co jest niezwykle wazne w rutynowych analizach chromatograficznych tej
grupy zwigzkow.

Wplyw pH badatam takze w przypadku analiz niezmodyfikowanych oligonukleotydow.
Do ich chromatograficznego oznaczania z catej grupy dostepnych kolumn wybratam tylko
wypeinienie cholesterolowe oraz alkiloamidowe. Wyboru tego dokonatam na podstawie
wynikow uzyskanych w pracach H2 i H4. Analogicznie jak w przypadku testowanych
wczesniej bioczgsteczek, wartosci k rosty wraz z obnizeniem pH buforu fazy ruchome;.
Asymetria pikdw byta jednak wysoka (fas>2), co uniemozliwiato prowadzenie dalszych analiz.
Z tego wzgledu zastosowatam chromatografie par jonowych (lon Pair Chromatography —
IPC), a uzyskane wyniki badan zamiescitam i omowitam szczegotowo w publikacji H6 [52].

Analizowatam grupe oligonukleotydow, ktore sg izomerami strukturalnymi i pozycyjnymi
(réznigce sie np. pozycjg lub typem jednej zasady w sekwencji), ze wzgledu na brak metod
analitycznych, ktére umozliwiajg rozdzielenie tych zwigzkow w krotkim czasie [44,45,55,56].
Na dodatkowg uwage zastuguje fakt, iz w sekwencji tych zwigzkéw wystepujg regiony
komplementarne, a ich chromatograficzna analiza odbywata sie w warunkach
niedenaturujgcych, co pozwolifo mi na peine okreslenie potencjalu rozdzielczego
cholesterolowej i alkiloamidowej fazy stacjonarnej [52]. We wstepnych etapach
eksperymentéw porownatam wptyw réznych odczynnikow do tworzenia par jonowych oraz
ich stezenia na retencje oligonukleotyddw, a otrzymane dane zestawitam i omowitam w pracy
H6 [52]. Retencja bioczgsteczek na powierzchni fazy stacjonarnej zwigksza sie ze wzrostem
stezenia czynnika tworzgcego pary jonowe. Wykonane eksperymenty pozwolity
mi na wniosek, iz do rutynowych analiz oligonukleotydéw z wykorzystaniem cholesterolowej
i alkiloamidowej fazy stacjonarnej nalezy stosowaé octan trietyloaminy lub trietyloamine
w mieszaninie z 1,1,1,3,3,3-heksafluoro-2-propanolem [52].

Poza RP HPLC oraz IPC w badaniach zastosowatam takze chromatografie jonowag (lon
Chromatography — IC). Celem eksperymentéw bylo ponowne zastosowanie nowego typu faz
stacjonarnych w analizie nukleotydow. Byly to wypetnienia o strukturze dendrymerycznej,
zawierajgce centra anionowymienne, ktore jako pierwsza zastosowatam w analizie tej grupy
zwigzkéw. Wadg IC sg fazy stacjonarne, ktére czesto cechuje staba powtarzalno$é,
oraz diugie czasy analiz [31,32]. Wyniki badan, jakie uzyskatam dla tych faz stacjonarnych
oraz nukleotydéw zostaty zebrane i oméwione w pracy H3 [49]. W celu doboru warunkéw do
rutynowych analiz nukleotydéw, badatam wptyw liczby warstw fazy anionowymiennej, wptyw
pH oraz stezenia buforu, wchodzgcego w sktad fazy ruchomej, a takze wptyw typu nosnika
na retencje nukleotydow. Uzyskane wyniki pozwolity mi stwierdzi¢, Zze wraz ze wzrostem
ilosci warstw fazy stacjonarnej na nosniku krzemionkowym i polimerowym, wzrasta czas
retencji badanych zwigzkow. Efekt ten jest konsekwencjg zwiekszajgcej sie liczby centréw
anionowymiennych zwigzanych z powierzchnig nosnika, oddziatujgcych z rozdzielanymi
czagsteczkami. W publikacji H3 wykazatam, ze retencja nukleotydéw na anionowymiennych
wypetnieniach dendrymerycznych, uzalezniona jest od dwoch efektow: liczby grup NR3*
(efekt dominujgcy) oraz mozliwosci wnikania analitow pomiedzy warstwy wypemienia (efekt
dodatkowy) [49]. Obserwowatam takze wzrost wartosci k ze wzrostem pH fazy ruchomej.
Polimerowe, dendrymeryczne fazy stacjonarne stosowatam w analizie nukleotydéw dla faz
ruchomych o pH=11. Doprowadzito to do znacznego zwiekszenia wartosci wspoétczynnika
retencji, przy czym ze wzgledu na wysokg asymetrie pikow, nie uzyskatam rozdzielenia
mieszanin monofosforanéw nukleotydéw. Wyniki zaprezentowane w pracy H3, pozwolity mi
stwierdzi¢, ze wypetnienia dendrymeryczne uzyskane na bazie polimeru charakteryzuje
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mniejsza sprawnos¢, w poréwnaniu do kolumn krzemionkowych z tym samym typem fazy
stacjonarnej i nie sg one odpowiednie do efektywnego rozdzielenia i oznaczania badane;j
grupy zwigzkdéw [49].

Badanie mechanizmu retencji zwigzkéw budujacych kwasy nukleinowe

Istotnym etapem prowadzonych badan byto rozwazenie i zrozumienie mechanizmu
retencji, jak i mechanizmu oddziatywan matych czgsteczek (nukleotyddéw i nukleozydow)
oraz polimeréw (oligonukleotydéw) z powierzchnig adsorbentu. Tego typu systematyczne
badania dla duzej liczby faz stacjonarnych, syntezowanych na bazie jednego nos$nika
w jednym laboratorium idla trzech grup zwigzkow, bedgcych jednostkami strukturalnymi
kwasow nukleinowych, nie byty dotgd prowadzone. Jak zaprezentowano w H2 i H4,
najnizsze wartosci k zaréwno dla nukleozyddw, jak i nukleotyddw uzyskiwano dla fosfo-
alkilowej oraz aminopropylowej fazy stacjonarnej. Jest to konsekwencjg polarnosci tych
wypetnien, jak rowniez obecnosci ujemnie natadowanej grupy fosforanowej w strukturze
pierwszego z nich. Wyzsze wartosci k uzyskiwatam w przypadku alkiloamidowej fazy
stacjonarnej, ktéra posiada w swojej strukturze zaréwno polarne grupy aminowe, amidowe,
jak i hydrofobowe fancuchy alkilowe. Analizowane nukleozydy i nukleotydy oddziatujg
z powierzchnig tego wypetnienia zarowno poprzez wigzania wodorowe z grupami polarnymi,
jak i oddziatywania hydrofobowe ztancuchami weglowodorowymi [48,50]. Hydrofobowo-
hydrofilowy charakter tej fazy stacjonarnej prowadzi do uzyskania krotszych czasow retenciji,
w poréwnaniu do niepolarnego wypetnienia oktadecylowego. Z drugiej jednak strony udziat
oddziatywan wodorowych i elektrostatycznych (w zaleznosci od pH fazy ruchomej) umozliwit
zmiane selektywnosci w stosunku do najbardziej polarnych sposrod badanych
bioczgsteczek. Resztkowe grupy aminopropylowe obecne sg takze na powierzchni
wypeitnienia cholesterolowego. Jednakze w tym przypadku wartosci k sg wigksze
niz dla alkiloamidowej fazy stacjonarnej, co zostato przedstawione w pracach H2 i H4
[48,50]. W strukturze tej fazy stacjonarnej obecna jest jednak chemicznie zwigzana
z powierzchnig nosnika czgsteczka cholesterolu. Jej rozmiar ogranicza dostep
analizowanych zwigzkéw do grup aminopropylowych, stad tez oddziatywanie poprzez
wigzania wodorowe ma przypadku tej fazy stacjonarnej mniejszy wplyw na retencje
w poréwnaniu z wypetnieniem alkiloamidowym. Grupy aminowe biorg jednak udziat
w mechanizmie retencji, przy czym jak udowodniono w pracach H2 i H4, dominujgce
sg oddziatywania hydrofobowe oraz =x...n [48,50]. Badania retencyjne wykonatam takze
dla fenylowej fazy stacjonarnej, w przypadku ktorej nukleozydy i nukleotydy zatrzymywane
sg na powierzchni gtownie poprzez oddziatywania typu =n...n. Wykazatam, iz pomimo
podobnej zawartosci procentowej wegla na powierzchni alkiloamidowej oraz fenylowej fazy
stacjonarnej, wartosci k sg wyzsze w przypadku pierwszej z nich. Dowiodtam tym samym,
ze oddziatywania m...m choC biorg udziat w mechanizmie retencji, nie odgrywajg w nim
znaczgcej roli w przypadku nukleozyddw i nukleotydéw. Podsumowujgc wykazatam po raz
pierwszy jednoznacznie, iz w mechanizmie retencji badanych bioczgsteczek zasadniczg role
odgrywajg oddziatywania hydrofobowe, niemniej jednak wigzania polarne (wodorowe,
elektrostatyczne) pozwalajg na zmiane selektywno$ci fazy stacjonarnej i mozliwo$c petnego
rozdzielenia wszystkich sktadnikow mieszaniny [48,50].

W  przypadku oligonukleotydéw analizowanych w ukfadzie IPC, na proces
ich zatrzymywania na powierzchni fazy stacjonarnej wplyw majg przede wszystkim
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oddziatywania hydrofobowe oraz jonowe miedzy ujemnie natadowanymi oligonukleotydami,
a protonowanymi grupami aminowymi. Struktura stosowanych w badaniach hydrofobowo-
hydrofilowych faz stacjonarnych umozliwia zatrzymywanie oligonukleotydéw poprzez
dodatkowe typy oddziatywan, podobnie jak w przypadku nukleozydéw i nukleotyddw.
W publikacji H6 wykazatam m.in. ze mechanizm retencji oligonukleotydow zalezy
od struktury chemicznej czynnika tworzgcego pary jonowe: im dtuzszy fancuch n-alkilowy
w strukturze modyfikatora, tym wyzsze wartoSci k [52]. Proces zatrzymywania
tych bioczgsteczek na powierzchni nosnika, uzalezniony jest takze od struktury fazy
stacjonarnej. Najnizsze wartosci k uzyskatam dla wypetnienia alkiloamidowego, najwyzsze
zas dla fazy stacjonarnej ze zwigzang czasteczkg cholesterolu. Retencja oligonukleotydow
w jej przypadku byta wyzsza niz dla wypetnienia oktadecylowego. Jest to efekt przeciwny
w stosunku do odnotowanego dla nukleozydow i nukleotydow [48,50]. Publikacja H6
dowodzi, ze pomimo iz te matoczagsteczkowe zwigzki sg jednostkami budujgcymi
oligonukleotydy, w mechanizmie retencji nastepuje zmiana i oligonukleotydy
sg zatrzymywane na powierzchni wypetnienia cholesterolowego w najwiekszym stopniu [52].
Zaréwno wigzania wodorowe, jak i oddziatywania «...n majg w przypadku oligonukleotyddw
wiekszy udziat w mechanizmie zatrzymywania tych zwigzkbw na powierzchni
faz stacjonarnej w poréwnaniu do nukleotyddw i nukleozydow [48,50,52]. Udziat majg jednak
takze oddziatywania hydrofobowe oraz elektrostatyczne (tworzenie par jonowych). Dane
przedstawione w publikacji H6 dowodzg jednak takze, iz retencja oligonukleotydéw zalezy
od ich sekwencji i nukleotydow jg budujgcych [52].

Zmiany retencji oligonukleotyddw, ktore sg izomerami sekwencyjnymi sg zalezne takze
od ich struktury drugorzedowej [52]. W przypadku testowanych oligonukleotydow dochodzi
do miedzyczgsteczkowego tworzenia par zasad oraz tworzenia drugorzedowej struktury typu
szpilki do wtosow. Wyniki, jakie zestawitam i omowitam w pracy H6 Swiadczg o tym,
izw przypadku oktadecylowej oraz alkiloamidowej fazy stacjonarnej wyzsze wartosci
k uzyskano dla sekwencji roznigcych sie typem zasady w pozycji terminalnej w poréwnaniu
do zmian nukleotydéw w obrebie drugorzedowej struktury typu szpilki do wioséw [52]. Efekt
ten jest konsekwencjg fatwiejszego dostepu koncow 3’- oraz 5- oligonukleotydu
do powierzchni obu faz stacjonarnych oraz ich wnikanie pomiedzy proste tancuchy alkilowe.
Nie jest to mozliwe w przypadku tworzgcej sie struktury drugorzedowej w postaci petli.
Przeciwne tendencje odnotowatam dla fazy cholesterolowej. Zmiany zaréwno nukleotydéw
tworzgcych petle struktury drugorzedowej, jak i nukleotydow zlokalizowanych na korcach
3’ lub 5’ sekwencji, powodujg uzyskiwanie zblizonych wartosci k. Jak wykazatam w publikacji
H6, struktura drugorzedowa oligonukleotydu nie ma zatem w przypadku wypetnienia
cholesterolowego zasadniczego wptywu na retencje badanych bioczgsteczek i moze byc¢
stosowana do ich petnego rozdzielenia w nie denaturujgcych warunkach elucji [52].

Mechanizm retencji oligonukleotydéw ma w tym przypadku ztozony charakter, oparty jest
zarowno na oddziatywaniach hydrofobowych, jak i wymianie jonowej. Stanowi to ogromny
potencjat analityczny, zwtaszcza przy doborze warunkéw chromatograficznych do rozdzielen
badanych bioczasteczek.

Tak kompleksowe i systematyczne badania retencyjne dla nukleotydow, nukleozydow
i oligonukleotydow sg nowoscig w analizie jednostek budujgcych kwasy nukleinowe.
Uzyskane wyniki mogg stanowi¢ obecnie baze danych przy wstepnym wyborze fazy
stacjonarnej do rozdzielenia tych grup zwigzkow.
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Rozdzielanie mieszanin nukleozydéw, nukleotydéw i oligonukleotydow
z zastosowaniem hydrofobowo-hydrofilowych faz stacjonarnych

Wyniki uzyskane w czasie realizacji badan w pracach H2 i H4 dowodza,
ze wykorzystanie alkiloamidowej fazy stacjonarnej umozliwito zatrzymanie na powierzchni
wypetnienia oraz rozdzielenie polarnych, matoczgsteczkowych nukleozydéw (cytozyna,
urydyna). Nie udato sie tego osiagng¢é w przypadku wypetnienia oktadecylowego.
Jednoczesnie czas analizy byt krotszy [48,50]. Zastosowana przeze mnie cholesterolowa
faza stacjonarna pozwala na uzyskanie analogicznych czasoéw retencji, jak w przypadku
kolumny z wypetnieniem oktadecylowym. Selektywnos$¢ natomiast jest inna i byta wysoka
w przypadku najbardziej polarnych nukleozyddw i nukleotyddéw (cytozyna, urydyna, urydyno-
5'-monofosforan, cytydyno-5'-monofosforan). Zastosowanie fenylowego wypetnienia kolumny
chromatograficznej prowadzito do uzyskania krétszych czaséw rozdzieleh w stosunku
do oktadecylowej fazy stacjonarnej, jednakze rozdzielenie urydyno-5'-monofosforanu
od cytydyno-5'-monofosforanu nie byto mozliwe. Analogiczne tendencje zaobserwowatam
i omowitam w publikacji H6 podczas prob rozdzielania mieszanin oligonukleotydow [52].
Czasy analiz byly krotsze dla alkiloamidowej i cholesterolowej fazy stacjonarnej,
w porownaniu do wypetnienia oktadecylowego. W jego przypadku konieczne bylo
zastosowanie elucji gradientowej, podczas gdy wypetnienia hydrofobowo-hydrofilowe
umozliwiaty rozdzielenie oligonukleotydow w dobrg selektywnoscia w warunkach elucji
izokratycznej [52].

Uzyskanymi w pracach H2, H4, H6 wynikami wykazatam po raz pierwszy,
ze wykorzystanie alkiloamidowej oraz cholesterolowej fazy stacjonarnej jest bardzo dobrg
alternatywg w stosunku do powszechnie stosowanej oktadecylowej [48,50,52].
Jej zastosowanie prowadzi do uzyskania dtuzszych czaséw analiz oraz braku rozdzielenia
wszystkich skfadnikbw mieszanin, w przeciwienstwie do np. wypetnienia cholesterolowego
[26-28,48,50,52]. Udoskonalitam istniejgce metody chromatograficznego rozdzielania
jednostek  budujgcych kwasy  nukleinowe, poprzez  zastosowanie  ukfaddéw
chromatograficznych o wigkszej selektywnosci i zdolno$ci rozdzielczej. Poza hydrofobowo-
hydrofilowymi fazami stacjonarnymi, wykorzystatam takze wypetnienia dendrymeryczne,
a spodziewanym efektem byt wzrost selektywnosci i sprawnosci rozdzielenia. Jak
przedstawiono w pracy H3, niezaleznie od ilosci warstw anionowymieniacza na nosniku
krzemionkowym otrzymywatam zawsze petne rozdzielenie mieszanin monofosforanéw
nukleotydow [49]. Niemniej jednak ze wzgledu na krétki czas analiz (ponizej 10 minut) do
rutynowych oznaczen tej grupy zwigzkéw wybratam wypetnienia pokryte tylko jedng warstwg
dendrymeru. Jest to bardzo dobry wynik, ze wzgledu na prostszg i tanszg synteze tych
wypetnien (naniesienie tylko jednej warstwy fazy stacjonarnej) w poréwnaniu z fazami
o wiekszej ilosci warstw. Zebrane w pracy H3 wyniki Swiadczg o tym, iz zastosowanie
nowego podejscia do rozdzielania nukleotydéw za pomocg chromatografii jonowej, pozwala
na uzyskanie lepszej rozdzielczosSci i skrocenia czasu analizy w stosunku do danych
prezentowanych w literaturze [32,57-60]. Dotychczas miescit sie on w zakresie 10-20 minut,
podczas gdy w przypadku moich badan ulegt on skroceniu do 6,5 minuty [32,57-60].
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Rozdzielanie mieszanin nukleozydodw i oligonukleotydéw z wykorzystaniem ultra
wysokosprawnej chromatografii cieczowej

Krétkie czasy analiz chromatograficznych sg takze domeng ultra wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (Ultra High Performance Liquid Chromatgraphy — UHPLC).
Ze wzgledu na wykorzystywanie kolumn napakowanych fazami stacjonarnymi
0 zmniejszonej $rednicy ziarna (<2 um), mozliwe jest uzyskanie duzej rozdzielczosci
w szerokim zakresie predkosci przeptywu fazy ruchomej, skrécenie czasu analizy i wzrost
czutoSci metody. Mimo to istnieje tylko kilka przyktadow wykorzystania UHPLC
w rozdzielaniu i oznaczaniu jednostek budujgcych kwasy nukleinowe [61]. Z tego wzgledu
podjetam prébe zastosowania réznych $rednic czgstek (1,3 — 2,0 um) komercyjnych faz
stacjonarnych (oktylowa, oktedecylowa, fenylowa, pentafluorofenylowa, niezmodyfikowany
zel  krzemionkowy) w analizie potranskrypcyjnie  zmodyfikowanych  nukleozydow
oraz oligonukleotydow.

Wyniki uzyskane dla nukleozydow omowitam w pracy H1 [47]. Testowatam zaréwno
RP HPLC, jak i chromatografie oddziatywan hydrofilowych (Hydrophilic Interaction
Chromatography — HILIC). Zasadniczym celem tego etapu badan byto sprawdzenie czy duza
sprawnos¢ uktadéw UHPLC pozwoli na analize polarnych nukleozydéw bez koniecznosci
stosowania buforow w fazie ruchomej. Z tego wzgledu w czasie badan stosowatam wodno-
organicze fazy ruchome [47]. Najwyzsze wartosci k w RP HPLC otrzymatam dla wypetnienia
oktadecylowego i fenylowego, co potwierdzajg uzyskane w publikacji H4 wyniki i dyskusja
mechanizmu retencji [50]. W przypadku uktadéw HILIC retencja nukleozydéw byta takze
wysoka. Niemniej jednak ograniczeniem jest asymetria pikow, ktérej wartosci przekraczaty
1,8, pomimo stosowania =ziaren Zelu krzemionkowego o zmniejszonej $rednicy.
Jak zaprezentowano w publikacji H1, przeciwne wyniki uzyskano dla wypetnien
oktadecylowych, ktére w przypadku UHPLC okazaty sie by¢ najlepszymi pod wzgledem
otrzymywanych rozdzielczosci mieszanin badanych bioczgsteczek [47]. Uzyskatam catkowite
rozdzielenie mieszaniny potranskrypcyjnie zmodyfikowanych nukleozydéw w czasie 4 minut.
Najwiekszym osiggnieciem jest jednak nie tylko redukcja czasu niezbednego do uzyskania
rozdzielenia, ale modyfikacja sktadu fazy ruchomej. Wszystkie metody separacyjne
stosowane w analizie tych bioczgsteczek wykorzystujg bufory o réznych stezeniach, co jest
czesto przyczyng ograniczonych mozliwosci zastosowan roznorodnych detektorow,
zwtaszcza spektrometrow mas [26-28]. Z tego wzgledu opracowana i opisana w pracy H1
metoda oparta na wykorzystywaniu w fazie ruchomej tylko wody oraz metanolu,
przy zachowaniu symetrycznych ksztattow pikdw, znajdzie zastosowanie w rutynowej
analizie jakosciowej i ilosciowej nukleozydow.

UHPLC wykorzystatam takze w chromatograficznej analizie oligonukleotyddw.
W badaniach zastosowatam dwie grupy oligonukleotydoéw: niezmodyfikowane, roznigce
sie pozycja i typem zasad w sekwencji oraz zmodyfikowane atomami siarki oligonukleotydy
tiofosforanowe. Sg one wykorzystywane w terapii antysensowej oraz testowane jako leki
(wréznych fazach badan klinicznych). W przypadku obu klas zwigzkéw konieczne byto
ponowne zastosowanie IPC. W pracy H5 omoéwitam dobd6r warunkéw, poréwnanie réznych
odczynnikow do tworzenia par jonowych oraz wptyw struktury drugorzedowej na mechanizm
retencji [51]. Potwierdzitam wyniki, jakie uzyskatam w pracy H6, poniewaz wartosci
k osiggaly byty najwieksze dla oktadecylowej oraz fenylowej fazy stacjonarnej [52].
Rozdzielitam mieszaniny niezmodyfikowanych oligonukleotyddw, réznigcych sie pozycjg
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jednej i tej samej zasady w sekwenciji; réznigcych sie typem zasady w tej samej pozycji
sekwencji oraz roznigcych sie oboma parametrami. W kazdym z opisanych przypadkéw
otrzymatam pefng separacje bioczgsteczek w czasie krotszym niz 10 minut z zastosowaniem
oktadecylowej, fenylowej oraz pentafluorofenylowej fazy stacjonarnej. Jest to znaczace
osiggniecie, poniewaz rozdzielenie mieszanin oligonukleotydow o tej samej ilosci
nukleotydow w nici, ktére sg izomerami sekwencyjnymi wymaga dtugich czaséw analiz
(do 30 minut) [45,55,56]. Rozdzielanie tego typu mieszanin jest jednak wazne, ze wzgledu
na to, iz =zanieczyszczeniami syntetycznych oligonukleotyddow mogg by¢ izomery
sekwencyjne. Na podstawie wynikow badan zebranych w pracy H5, do analiz
oligonukleotydéw tiofosforanowych wybratam fenylowa, pentafluorofenylowg oraz
oktadecylowg faze stacjonarng o zmniejszonej $rednicy ziarna [51]. Wyniki otrzymane
w czasie prowadzonych eksperymentéw dowiodty, Zze do rutynowej analizy tej grupy
bioczgsteczek najlepszym pod wzgledem czasu, selektywnosci i symetrii pikdéw jest
wypetnienie ze zwigzang czasteczke fenylu, przy czym sktadnikami fazy ruchomej byt octan
trietyloaminy oraz acetonitryl [51]. W publikacji H7 podjetam ponadto prébe rozdzielenia
jednego z badanych oligonukleotydéw od jego metabolitébw [53]. Wykorzystanie UHPLC
umozliwito przeprowadzenie analizy w czasie 7 minut [53]. Podkresli¢ nalezy, iz zwigkszenie
predkosci przeptywu fazy ruchomej prowadzito do kolejnego skrocenia catkowitego czasu
rozdzielenia. Sg to wyniki lepsze od uzyskiwanych do tej pory przez innych badaczy [62,63].

Detekcja oligonukleotydow za pomoca spektrometrii mas z réznymi metodami
jonizacji

W badaniach nad oligonukleotydami dokonatam takze doboru odpowiedniej metody
detekcji. We wstepnym etapie badan stosowatam detekcje spektrofotometryczng UV-Vis [47-
52]. Ich oznaczanie jakosSciowe i iloSciowe moze zosta¢ jednak przeprowadzone
z wykorzystaniem spektrometrii mas, co stato sie kolejnym celem badanh. Testowatam dwie
rézne metody jonizacji: elektrorozpraszanie i plazme indukcyjnie sprzezong.
W eksperymentach wykorzystywano opracowang wczesniej metode analizy za pomoca
chromatografii par jonowych. W przypadku stosowania spektrometrii mas faza ruchoma
sktadata sie z mieszaniny metanolu z trietyloaming (TEA) lub N,N-dimetylobutyloaming
(DMBA) i 1,1,1,3,3,3-heksafluoro-2-propanolem (HFIP).  Wpykorzystanie  tych
rozpuszczalnikow pozwala na uzyskanie najwigekszej efektywnosci jonizacji oligonukleotydéw
oraz najwyzszg czutos¢. W pierwszych prébach oznaczatam wybrane bioczgsteczki
za pomocg tandemowej spektrometrii mas (MS/MS). Uzyskiwane granice wykrywalnosci
oraz oznaczalnos$ci byty wyzsze niz np. w RP HPLC, co jest konsekwencjg ztozonego sktadu
faz ruchomych stosowanych w IPC. Wykazatam, iz detekcja MS z jonizacjg poprzez
elektrorozpraszanie jest metodg czulszg, niz UV-Vis. Umozliwia ponadto badania
strukturalne badanych bioczgsteczek. Podjetam jednak probe zastosowania kolejnego typu
detekcji w celu okreslenia jej przydatnosci w oznaczaniu oligonukleotydéw. Wykorzystatam
spektrometrie mas z plazmg indukcyjnie sprzezong (/nductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry — ICP MS), z analizatorem kwadrupolowym oraz o podwdjnym ogniskowaniu
(wysokorozdzielczy). Wyniki uzyskane w ramach tych badan opisatam i przedstawitam
w publikacji H7 [563]. W pierwszych probach badatam wptyw poszczegdlnych parametréw
chromatograficznych na stabilnos¢ plazmy, wartosci tta, obecno$¢ interferentéw w plazmie,
czuto$¢ ICP MS w analizie oligonukleotydéw. Uzyskane dane zebrane w publikacji H7
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wskazujg, iz mieszaniny metanolu, HFIP oraz TEA i DMBA sg kompatybilne z wybrang
metodg detekcji. Istotne znaczenie ma jednak stezenie zaréwno HFIP, jak i TEA. Z tego
wzgledu sprzezenie IPC z ICP MS wymaga kompromisu miedzy stezeniem odczynnika do
tworzenia par jonowych, ktére umozliwi zarbwno rozdzielenie mieszanin oligonukleotydow,
Jak i zadowalajgcg czutosc¢. Mimo to wartosci LOD i LOQ dla tej grupy zwigzkéw byty nizsze
niz w przypadku detekcji UV-Vis, czy MS/MS [53]. Detekcja ICP MS z zastosowaniem
podwdjnego ogniskowania umozliwita analize badanych bioczgsteczek na poziomie 0,06-
0,100 ug/ml [53]. Jest to najczulsza ze stosowanych w czasie badarn metod detekcji. Czutos¢
ta jest wieksza w stosunku do danych uzyskanych dotychczas i zaprezentowanych
w literaturze. Dotgd ukazaly sie jedynie dwie publikacje z tego zakresu, ktérych autorzy
uzyskali wartosci granicy oznaczalnosci na poziomie 0,3 pug/ml oraz 300 ug/ml [62,63]. Wadg
ICP MS jest jednak brak mozliwosci badan strukturalnych.

Kontynuowatam  takze badania  nad zmodyfikowanymi  oligonukleotydami
tiofosforanowymi, w przypadku ktérych mozliwe jest rbwnoczesne oznaczenie siarki i fosforu
za pomocg ICP MS. Skorzystatam z wynikéw uzyskanych w pracy H5 i do rutynowych analiz
zastosowatam po raz kolejny UHPLC, co pozwolito na zmniejszenie predkosci przeptywu
fazy ruchomej i réwnoczesne obnizenie wartosci LOD i LOQ [51,53]. Oznaczanie siarki
za pomocg ICP MS w przypadku oligonukleotydéw byto prowadzone po raz pierwszy.
Uzyskane i zaprezentowane w publikacji H7 wyniki dowiodly jednak, ze wartosci LOD
dla siarki sg kilkanascie razy wyzsze w poréwnaniu z fosforem (na poziomie 200-300 pg/ml)
[53]. Z tego wzgledu w analizie ilosciowej monitorowano jedynie drugi pierwiastek.
W przypadku analizy jakosciowej rownoczesna analiza siarki i fosforu okazata sie byc jednak
bardzo przydatna w szybkim okreSleniu, ktére z sygnatéw na chromatogramie pochodzg
od oligonukleotydow antysensowych, a ktore od kwasow nukleinowych
lub niezmodyfikowanych oligonukleotydéw.

Zastosowanie = udoskonalonych metod chromatograficznego oznaczania
nukleozydow, nukleotydow i oligonukleotydéw w réznego typu matrycach

Badania, ktére prowadzitam cechuje kompleksowos¢ i systematycznosc¢. Analityka
bioczgsteczek, bedgcych przedmiotem realizowanych badan, pozwolita na uzyskanie bardzo
duzej liczby wynikow retencyjnych. Kilkanascie nukleozydow i ich pochodnych, siedem
nukleotydow, kilkanascie oligonukleotydow analizowano z wykorzystaniem kilkunastu
roznych kolumn w réznych uktadach chromatograficznych. Umozliwito to utworzenie
laboratoryjnej bazy danych retencyjnych analizowanych zwigzkéw, ktora moze byc
wykorzystywana w ich rutynowych analizach przy wyborze kolumny chromatograficznej
do oznaczania, np. oligonukleotyddow w probkach osocza. Ostatecznym etapem
eksperymentéw byto jednak opracowanie ulepszonych metod rozdzielania oraz iloSciowego
oznaczania nukleozydow, nukleotydéw Iub oligonukleotydéw w prébkach biologicznych.
Znajdg one zastosowanie genomice, w sekwencjonowaniu DNA i RNA, w diagnostyce
medycznej i biotechnologii. W kazdym z wymienionych obszaréw istotna jest kontrola
procesu syntezy bioczgsteczek, oznaczanie ich czystosci, rozdzielanie, oznaczanie ilosciowe
i jakosciowe w probkach biologicznych i innych. W publikacjach H1, H3, H4, H5, H7
przedstawitam wyniki zastosowania opracowanych metod do analizy zwigzkoéw budujgcych
kwasy nukleinowe w probkach moczu, osocza oraz zywnosci [47,49,50,51,53].
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W pracach H1 i H4 ujelam dane dotyczace oznaczania nukleozyddéw
i ich zmodyfikowanych pochodnych w moczu [47,50]. W tym celu zastosowatam po raz
pierwszy cholesterolowg faze stacjonarng, ktéra umozliwita uzyskanie lepszej selektywnosci
w stosunku do powszechnie wykorzystywanej fazy oktadecylowej. Z powodzeniem
rozdzielitam mieszanine dziewieciu zwigzkow w czasie 20 minut i dokonatam ich ilosciowej
analizy, co jest czasem stosunkowo krotkim w poréwnaniu do danych prezentowanych
w literaturze w HPLC [26-28]. Uzyskatam granice oznaczalnosci mieszczgce sie w zakresie
0,9-1,2 pug/ml. Metode, ktérg opracowatam w kolejnym etapie badan, a ktéra zostata opisana
w pracy H1, cechuje krétszy czas analizy oraz prostszy sktad fazy ruchomej, ktdra nie
zawierata buforu [47]. W tym przypadku zastosowatam UHPLC, za pomocg ktérego
oznaczatam mieszanine oémiu nukleozydéw w prébkach moczu i osocza. Wykorzystanie
zaréowno zmniejszonych $rednic ziaren wypetnienia, jak réwniez elucji gradientowej
umozliwito mi wykonanie analiz w czasie zaledwie 4 minut [47]. Zastosowanie tej techniki
pozwolito mi ponadto na obnizenie wartosci granic oznaczalnosci. UHPLC zastosowatam
takze w oznaczaniu oligonukleotydow w osoczu, co zostato omowione w publikacji H5 [51].
Podobnie, jak w przypadku nukleozydow wykorzystanie tej techniki umozliwito znaczgce
skrocenie czasu analizy w stosunku do metod chromatograficznych stosowanych
dotychczas. Réwnoczesnie uzyskano granice oznaczalnosci na poziomie 0,5 pg/ml. Wyzsze
wartosci LOQ dla oligonukleotydéw w stosunku do nukleozyddw sg konsekwencjg bardziej
ztozonego skfadu fazy ruchomej (wykorzystanie IPC) [51].

Wiekszg czutos¢ oznaczen ilosciowych oligonukleotyddw otrzymatam  dzieki
zastosowaniu UHPLC oraz detekcji MS z jonizacjg w plazmie indukcyjnie sprzezone;.
Opracowana przez mnie metoda zostata opisana w publikacji H7 i byta zastosowana
do oznaczania tej klasy bioczgsteczek oraz ich metabolitbw w osoczu [53]. W czasie 7 minut
rozdzielono oligonukleotyd tiofosforanowy od jego 4 metabolitdw, a nastepnie zwigzki
te oznaczono ilosciowo na poziomie stezen 0,2-0,3 ug/ml [53]. Zaréwno czas analizy jak
i czutos¢ zoptymalizowanej przeze mnie metody to parametry, ktére sg lepsze w poréwnaniu
do danych prezentowanych w literaturze [62-66]. Rozdzielenie metabolitow oligonukleotydow
od zwigzku wyjsciowego trwa zazwyczaj od 15 do 30 minut, przy czym granice
oznaczalnosci tych zwigzkéw w probkach osocza analizowanych za pomocg ICP MS
wyznaczytam po raz pierwszy na Swiecie [62,63]. Nadmienic¢ nalezy jedynie, iz powszechnie
wykorzystywana jest spektrometria mas z jonizacjg przez elektrorozpraszanie, jednakze
czuto$¢ jest w tym wypadku nizsza niz w przypadku ICP, co takze badatam i udowodnitam
w trakcie swojej pracy.

Omowione powyzej udoskonalone metody cechuje liniowo$¢ w szerokim zakresie stezen,
wysoka doktadnosc¢ i precyzja. Mogg one by¢ z powodzeniem stosowane w rutynowych
analizach nukleozydéw i oligonukleotydow, jak i ich zmodyfikowanych pochodnych
w probkach biologicznych [47,50,51].

Prowadzitam takze badania majgce na celu zastosowanie opracowanej metody
rozdzielenia nukleotyddéw do oznaczania poziomu ich stezenia w zmodyfikowanym mleku dla
niemowlat. Wyniki badahn oméwitam w publikacji H3 [49]. Uzyskatam rozdzielenie,
a nastepnie przeprowadzitam oznaczenie iloSciowe czterech monofosforanoéw nukleotydéw,
wyekstrahowanych probek mieka, w czasie zaledwie 6 minut. Granice oznaczalnosci
badanych bioczgsteczek byly na poziomie 0,4 pg/ml. Zastosowane przeze mnie
udoskonalenia (faza stacjonarna, faza ruchoma) w stosunku do metod stosowanych
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komercyjnie do analiz nukleotydow w probkach zywnosci umozliwity uzyskanie wyzszej
czutosci, krotszych czaséw analiz, duzej doktadnosci i precyzji oraz liniowosci w szerokim
zakresie stezen. Opracowana przeze mnie metoda moze by¢ wykorzystywana w rutynowych
analizach nukleotydow w mleku ludzkim lub modyfikowanym dla niemowlat [49].

llosciowe zaleznosci struktura-retencja w badaniu oligonukleotydow

W efekcie prowadzonych w czasie trzech lat badan uzyskatam duzg liczbe danych
retencyjnych dla deoksynukleotydéw oraz 24 oligonukleotydow w uktadzie par jonowych
w warunkach nie denaturujgcych. Wyniki te wykorzystatam m. in. w probie opracowania
matematycznych modeli, pozwalajgcych na wyznaczenie retencji oligonukleotydow
na podstawie wspofczynnikow retencji nukleotydéw. W tym celu zastosowatam ilosciowe
zaleznosci struktura — retencja (Quantitative Structure Retenction Relationships — QSRR),
a wyniki badan oméwitam w publikacji H8 [54]. Spos$rdéd grupy wszystkich kolumn,
do ostatecznych kalkulacji wybratam tylko dwie oktadecylowe fazy stacjonarne oraz
wypetnienie cholesterolowe i alkiloamidowe, gdyz dla tych typow faz stacjonarnych
uzyskatam wczesniej najlepsze wyniki pod wzgledem rozdzielczosci i zastosowania
w badaniach rutynowych. Dla kazdego analizowanego oligonukleotydu wyznaczono
deskryptory strukturalne, ktdre sg zwigzane z powierzchnig czgsteczek, ich hydrofobowoscig
i wtasciwosciami zasad azotowych.

We wstepnych etapach badan wyznaczytam zaleznosci wspotczynnika podziatu
n-oktanol/woda (log P) od logarytmu ze wspétczynnika retencji (log k) dla badanych
oligonukleotydéw. Zaleznosci te pozwalajg chromatografistom oszacowac¢ przenikanie
bioczgsteczek lub lekdw przez btony biologiczne. Zazwyczaj w tym celu stosowane
sg oktadecylowe wypetnienia kolumn chromatograficznych. Najwyzszg korelacje miedzy
oboma parametrami uzyskatam jednak dla cholesterolowej i alkiloamidowej fazy
stacjonarnej. Oligonukleotydy majg jonowy charakter, a w konsekwenciji ich oddziatywania
w uktadach naturalnych sg bardziej ztozone niz podziat bazujgcy na hydrofobowosci. Ich
przenikanie przez bariery biologiczne zwigzane jest takze z oddziatywaniami polarnymi
i jonowymi, ktore z kolei (jak wykazatam w pracach H2 i H6) biorg udziat w mechanizmie
retencji w przypadku cholesterolowej i alkiloamidowej fazy stacjonarnej [48,52]. W efekcie
koncowym udowodnitam przydatnoS¢ obu wypetnienn nie tylko w rozdzielaniu jednostek
sktadowych kwasow nukleinowych, ale takze w chromatograficznym okreSlaniu
ich hydrofobowosci i biodostepnos$ci. Badania tego typu dla hydrofobowo-hydrolifowych
faz stacjonarnych prowadzitam jako pierwsza i zostaty one ujete w pracy H8 [54].

W kolejnym etapie wyznaczytam réwnania QSRR korelujgce retencje oligonukleotydow
zich deskryptorami, wyznaczonymi za pomocg metod modelowania molekularnego.
W przypadku oktadecylowych faz stacjonarnych uzyskatam jednak réwnania o niskich
wartoéciach wspoétczynnika determinacji (R?), a oszacowany wedtug réwnan wspdtczynnik
retencji moze zostaC¢ obcigzony duzym btedem [54]. Statystycznie istotne réwnania
o wysokim potencjale predykcyjnym otrzymatam dla dwoch pozostatych wypemien, przy
czym deskryptorami majgcymi najwiekszy wptyw byta energia catkowita, powierzchnia van
der Waalsa oraz energia hydratacji oligonukleotydu. Nastepnie dane retencyjne wyznaczone
w czasie wielomiesiecznych badan nukleotydéw, wykorzystatam po raz pierwszy
do wyznaczenia nowego typu deskryptora oligonukleotydéw, co zostato omdéwione w pracy
H8 [55]. Nie bazuje on na metodach chemii obliczeniowej, a stanowi logarytm z sumy
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wartosci k nukleotyddéw, budujgcych dany oligonukleotyd (log sumky). Deskryptor ten
ilosciowo charakteryzuje strukture oligonukleotydu i umozliwia oszacowanie retencji/eluciji
w oparciu o jego sekwencje. W pracy H8 wyznaczytam kolejne rownania QSRR dla kazdej
zfaz stacjonarnych, w efekcie czego dowiodtam, iz eksperymentalnie wyznaczony
deskryptor log sumky w najwiekszym stopniu wptywa i determinuje wartosci
k oligonukleotydow [54]. Udziat pozostatych deskryptoréw, takich jak objetos¢ czgsteczki,
powierzchnia dostepna dla czasteczek wody, energia catkowita i hydratacji, byt maty.
W wyznaczonych rownaniach QSRR stanowity one swego rodzaju wspétczynniki korekcyjne
korelacji log k oligonukleotydéw z log sumky. Wyznaczone réwnania QSRR umozliwiajg
przewidywanie wartosci k oligonukleotydow na podstawie ich sekwencji i danych
wyznaczonych wczesniej dla nukleotydéw i wybranych faz stacjonarnych. Analogicznie
jak w przypadku réwnan QSRR, otrzymanych jedynie na bazie deskryptoréw wyznaczonych
metodami mechaniki kwantowej dla wypetnien oktadecylowych nie uzyskatam réwnan
o wysokich wartosciach R? oraz matym odchyleniu standardowym modelu. Przeciwny efekt
odnotowatam ponownie dla cholesterolowej i alkiloamidowej fazy stacjonarnej. Modele
QSRR pozwalajg na precyzyjne przewidywanie retencji badanych bioczgsteczek tylko
dla wypetnien hydrofobowo-hydrofilowych. Efekt ten zwigzany jest albo z koniecznoscig
wyznaczenia innych deskryptoréw lub tez ze specyficznymi oddziatywaniami miedzy
oligonukleotydami, a fazg cholesterolowg i alkiloamidowa.

Wyznaczone w publikacji H8 rownania QSRR dla oligonukleotydéw umozliwiajg nie tylko
oszacowanie i przewidywanie retencji tych bioczasteczek na wybranych typach wypetnien
kolumn chromatograficznych [54]. Bazujgc na metodologii QSRR mozZliwe jest
zidentyfikowanie oddziatywan, jakie majg wplyw na zatrzymywanie oligonukleotydéw
na powierzchni fazy stacjonarnej, a w konsekwencji mozna przeprowadzi¢ teoretyczng
dyskusje mechanizmu retenciji [54].

Elementy nowosci, wkiad do dyscypliny i podsumowanie osiggniecia naukowego

Rezultaty uzyskane w cyklu osmiu monotematycznych prac pozwalajg na nastepujgce
podsumowanie mojego osiggniecia naukowego:

1. Po raz pierwszy zbadatam wpltyw réznego typu faz stacjonarnych na chromatograficzne
rozdzielanie i oznaczanie czgsteczek budujgcych kwasy nukleinowe (nukleozydéw,
nukleotydéw i oligonukleotydow). Roéwnoczesnie wskazatam te z wypetnien kolumn
chromatograficznych, ktére umozliwiajg uzyskanie wynikow o wiekszej selektywnosci
w stosunku do danych prezentowanych w literaturze.

2. Dokonatam kompleksowego i systematycznego badania mechanizmu retencji
nukleozydéw, nukleotyddéw i oligonukleotydow w réznych uktadach chromatografii
cieczowej (odwrécony uktad faz, chromatografia par jonowych, chromatografia
oddziatywan hydrofilowych i chromatografia jonowa). Okreslitam oddziatywania tych grup
zwigzkow z powierzchnig faz stacjonarnych, zawierajgcych rézne grupy funkcyjne oraz
ich wptyw na retencje. Uzyskane dane mogg by¢ z powodzeniem stosowane w rutynowe;j
analizie tych grup zwigzkéw, przy wyborze kolumny chromatograficznej do ich koncowego
oznaczania.

3. Opracowatam ulepszone, selektywne i precyzyjne metody oznaczania i rozdzielania
nukleozyddéw, nukleotydow, oligonukleotydow z zastosowaniem alkiloamidowej oraz

17



Zatacznik 3A
do wniosku o nadanie stopnia doktora habilitowanego

cholesterolowej fazy stacjonarnej. W efekcie po raz pierwszy otrzymatam uktady
chromatograficzne o wiekszej zdolnosci rozdzielczej, ktére pozwalajg na jednoczesne
skrocenie czasu analizy w poréwnaniu do wynikow uzyskiwanych dotychczas.

4. Wykazatam mozliwos¢ zastosowania ultra wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j
w rozdzielaniu i analizie iloSciowej nukleozydow. Jest to oryginalna metoda, w ktorej
zwigzki te sg analizowane za pomocg chromatografii w uktadzie faz odwrdconych
bez stosowania buforéw w fazie ruchome;j.

5. Zastosowatam opracowane przeze mnie oryginalne procedury analityczne w oznaczaniu
nukleozydéw w moczu i osoczu, nukleotydéw w mileku, oligonukleotydéw w osoczu.

6. Poréwnatam czuto$¢ detekcji spektrofotometrycznej (UV-Vis) oraz spektrometrii mas
zroznymi metodami jonizacji w analizie jednostek budujgcych kwasy nukleinowe.
Jednoznacznie wykazatam, iz spektrometria mas z jonizacjg w plazmie indukcyjnie
sprzezonej umozliwia uzyskanie najnizszych wartosci granicy oznaczalnosci w przypadku
oligonukleotydow, jednakze stosowanie jonizacji przez elektrorozpraszanie pozwala na
analize jakosciows.

7. Opracowatam nowe, oryginalne modele ilosciowych zaleznosci struktura — retencja, ktore
umozliwiajg  obliczenie retencji oligonukleotydbw na podstawie deskryptoréw
strukturalnych oraz wspotczynnikdbw  retencji  nukleotyddw, wyznaczonych dla
poszczegolnych faz stacjonarnych uzyskanych w trakcie realizacji badan. W tym celu
wyznaczytam nowy typ deskryptora dla oligonukleotyddw, ktéry bazuje na danych
eksperymentalnych. Wykazatam, ze QSRR moze zosta¢ z powodzeniem wykorzystane
do przewidywania i badania retencji oligonukleotyddw.

Zakonczenie

Realizacja powyzszych badah nie bylaby mozliwa bez uzyskiwania odpowiednich
srodkow finansowych. Przygotowatam trzy projekty poswiecone udoskonalaniu metod
chromatograficznej analizy nukleozydéw, nukleotyddéw i oligonukleotydow: grant Dziekana
Wydziatu Chemii UMK 9/2011, grant Narodowego Centrum Nauki 2011/01/D/ST4/04142 oraz
projekt POMOST/2011-3/9 Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej. Wszystkie zostaty pozytywnie
ocenione, dzieki czemu mogtam prowadzi¢ sukcesywne badania, bedgce podstawg
niniejszej rozprawy habilitacyjnej. W kazdym z grantéw petnitam funkcje kierownika,
przy czym projekt POMOST byt prowadzony we wspotpracy z osrodkiem naukowym
z Francji. Jego realizacja byta zwigzana ze stazem naukowym odbytym przeze mnie
w Laboratorium Bio-Nieorganicznej Chemii Analitycznej i Srodowiska (Zaktad Instytutu
Chemii Analitycznej, Materiatowej i Srodowiska, Francuskiego Os$rodka Badan Naukowych),
ktorego gtdwnym celem bylo prowadzenie badan naukowych. W czasie jego trwania
przygotowano ponadto wspoélng publikacje naukowa, bedgca efektem kilkuletniej wspotpracy
[54].

W latach 2010-2015 bratam takze udziat w badaniach z zakresu analizy kationéw cieczy
jonowych, karotenoidéw, hormondéw ptciowych, charakterystyki faz stacjonarnych. Wyniki
tych badan byty regularnie publikowane w czasopismach o zasiegu ogélnoswiatowym.

W latach 2011-2013 regularnie uzyskiwatam nagrody zespotowe JM Rektora
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika za osiggniecia uzyskane w dziedzinie naukowo -
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badawczej. Natomiast w 2013 roku zostatam wyrdzniona Stypendium Ministra Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego dla wybitnych mtodych naukowcow.
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