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ABSTRACT

Ionic liquids are molten salts composed of large, asymmetric, organic cations
(e.g. imidazolium or piperidine) and inorganic anions such as e.g chloride or
fluoroborate. These compounds are characterized by low melting point, below
100°C, however, they also have other interesting properties including high thermal
stability, minor vapor pressure or negligible volatility. Moreover, by the appropriate
selection of the cation and anion building the ionic liquid, it is possible to obtain the
desired physicochemical properties of these salts. For this reason, ionic liquids are
applied to the synthesis, catalysis, electrochemical methods, extraction methods,
etc. Application of these compounds in separation techniques merits special
attention, especially considering liquid chromatography. Ionic liquids are
commonly used in this technique as free silanols suppressors, especially regarding
the analysis of basic compounds. Moreover, the excess amount of ionic liquids ions
may adsorb on the hydrophobic ligands present at the stationary phase surface,
which also plays a significant role in the retention of analytes. Besides their
application as silanols suppressors, these compounds were also used as ion pair
reagents in the analysis of antisense oligonucleotides, which are short nucleic acid
fragments with therapeutic potential due to the ability to bind with complementary
sequences of ribonucleic acid. For this reason, antisense oligonucleotides are used
in the treatment of several diseases. This article briefly presents structures,
properties and the application of ionic liquids as mobile phase modifiers for the
analysis of the wide range of different analytes using liquid chromatography.
Moreover, a part of this paper was devoted to the analysis of antisense
oligonucleotides with the use of the different chromatographic techniques,
including the application of ionic liquids as mobile phase additives in ion pair
chromatography.

Keywords: ionic liquids; liquid chromatography; free silanol suppressors; ion pair
chromatography; antisense oligonucleotides
Stowa kluczowe: ciecze jonowe; chromatografia cieczowa; blokowanie wolnych

silanoli; chromatografia par jonowych; oligonukleotydy antysensowne
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

[BMIM][CI] — chlorek 1-butylo-3-metyloimidazoliowy

[EMIM][CI] — chlorek 1-etylo-3-metyloimidazoliowy

[HMIM][CI] — chlorek 1-heksylo-3-metyloimidazoliowy

ASO — oligonukleotydy antysensowne (ang. antisense
oligonucleotides)

DEA — dietyloamina

DIPEA — N,N-diizopropyloetyloamina

DMBA — N,N-dimetylobutyloamina

FDA — Agencja Zywnosci i Lekéw (ang. Food and Drug
Administration)

GC — chromatografia gazowa (ang. gas chromatography)

HA — heksyloamina

HILIC — chromatografia oddziatywan hydrofilowych (ang.
hydrophilic interaction liquid chromatography

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high-
performance liquid chromatography)

IEC — chromatografia jonowymienna (ang. ion exchange
chromatography)

ILs — ciecze jonowe, (ang. ionic liquids)

IP RP HPLC — chromatografia par jonowych w odwroconym uktadzie faz
(ang. ion pair reversed phase high performance liquid
chromatography)

IPR — odczynniki do tworzenia par jonowych (ang. ion pair
reagents)

LLE — ekstrakcja ciecz-ciecz (ang. liquid-liquid extraction)

LPME — mikroekstrakcja do fazy ciektej (ang. liquid-phase
microextraction)

PA — propyloamina

RP HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa w odwrdéconym
ukladzie faz (ang. reversed phase high-performance liquid
chromatography)

RTIL —niskotemperaturowe ciecze jonowe (ang. room-temperature
ionic liquids)

SPME — mikroekstrakcja do fazy staltej (ang. solid-phase
microextraction)

TEA — trietyloamina

TLC — chromatografia cienkowarstwowa (ang. thin layer
chromatography)

TPA — tripropyloamina
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WPROWADZENIE

W ostatnich latach rosnie zainteresowanie badaczy cieczami jonowymi, zwlaszcza
w kontekscie zastosowania tych substancji w szerokim spektrum dziedzin. Wynika to
przede wszystkim z ich interesujacych wilasciwosci fizyko-chemicznych, wiaczajac
wysoka stabilno$¢ termiczna i praktycznie niemierzalna preznos¢ par. Dodatkowo,
wiele zwigzkéw organicznych rozpuszcza sie w ILs [1]. Co wigcej, poprzez odpowiedni
dobor kationu i anionu budujacych ciecz jonowa, mozliwe jest uzyskanie pozadanych
wlasciwosci tych substancji. Dzigki tym cechom, ciecze jonowe sa obecnie
wykorzystywane m. in. w syntezie organicznej, katalizie, czy tez w technikach
separacyjnych. Na szczegolne zainteresowanie zasluguje zastosowanie tych zwiazkow
jako modyfikatorow fazy ruchomej w chromatografii cieczowej, ktéra jest jedna
z kluczowych technik chromatograficznych w analizie zwigzkéw aktywnych
biologicznie, takich jak oligonukleotydy [2, 3].

1. BUDOWA I WYBRANE WEASCIWOSCI CIECZY JONOWYCH

Ciecze jonowe (ang. ionic liquids, ILs) sa solami, ktérych charakterystyczna
wlasciwoscia jest temperatura topnienia ponizej 100°C [1]. W przypadku, kiedy
temperatura topnienia cieczy jonowej nie przekracza temperatury pokojowej,
wowczas zwigzki te nazywane sg niskotemperaturowymi cieczami jonowymi (ang.
room-temperature ionic liquids, RTIL).

ILs zbudowane sg zazwyczaj z duzych, asymetrycznych kationow
organicznych oraz nieorganicznych lub organicznych aniondéw. Kationy, ktore
najczesciej wechodzg w sklad ILs charakteryzuja si¢ niskim stopniem symetrii, co
powoduje obnizenie energii sieci krystalicznej, prowadzac tym samym do obnizenia
temperatury topnienia ILs. Ze wzgledu na rodzaj atomu obdarzonego dodatnim
tadunkiem, zwigzki te mozna podzieli¢ na amoniowe, fosfoniowe, sulfonowe oraz
oksoniowe [2, 3]. ILs mozna takze sklasyfikowaé ze wzgledu na wystgpowanie
atomu wodoru, potaczonego z centralnym atomem azotu, fosforu, siarki lub tlenu.
Gdy atom wodoru jest obecny, wowczas ciecz jonowa klasyfikuje sie jako
protonowa, natomiast w przypadku jego braku - aprotonowa [4]. Do najczesciej
opisywanych w literaturze kationéw budujacych ciecze jonowe nalezy zaliczy¢
kationy piperydyniowe, pirolidynowe, morfolinowe, imidazoliowe, triazoliowe,
chinolinowe czy pirydyniowe [1, 2, 5-7]. Proste aniony nieorganiczne buduja
zazwyczaj mniej stabilne ILs, ktore charakteryzuja sie wyzsza temperatura
topnienia. Do tej grupy mozna zaliczy¢ aniony halogenkowe (CI, Br, I),
siarczanowe, (SO4, HSO,), azotanowe (NO,", NO3’), chloranowe, ortofosforanowe,
mrowczanowe czy octanowe. Bardziej ztozone aniony, takie jak
heksafluorofosforanowe, trifluorometylosuflonianowe czy tetrafluoroboranowe,
buduja zazwyczaj RTILs [1, 3]. Podziat cieczy jonowych ze wzgledu na budujace je
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kationy i aniony zestawiono na rysunku 1.
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Rysunek 1. Schemat przedstawiajacy podzial cieczy jonowych ze wzgledu na budujace je kationy i aniony
[2,3]

Figure 1. Schematic representation of the division of ILs concerning their building cations and anions
[2,3]

ILs charakteryzuja si¢ niska preznoscia par, duza polarnoscia, stabilnoscia

termiczng, wysokim przewodnictwem elektrycznym i niskim napigciem
powierzchniowym oraz zr6znicowang lepkoscia [8].
Temperatura topnienia IL uzalezniona jest od jej struktury i zalezy od rozktadu
tadunku w jonach, dostgpnosci wigzania wodorowego, oddziatywan van der Waalsa
oraz symetrii jonow [8—10]. Budowa IL wplywa takze na ich inne wiasciwosci, np.
lepkos¢, ktora rosnie wraz ze wzrostem dtugosci tancucha alkilowego w strukturze
kationu. Parametr ten miesci sie¢ w zakresie od 10 do 1000 mPas i jest wyzszy
w poréwnaniu do tradycyjnie wykorzystywanych rozpuszczalnikow organicznych
[11]. Rozpuszczalnos¢ ILs w wodzie zalezy przede wszystkim od struktury kationu,
rodzaju anionu oraz temperatury. ILs rozpuszczajg niektoére polimery, sole czy
mineraly oraz dobrze mieszaja si¢ z woda oraz rozpuszczalnikami organicznymi
o sredniej do wysokiej wartos$ci stalej dielektrycznej, wlaczajac metanol, acetonitryl
czy dichlorometan [2]. ILs wykazujg ponadto stabilno$¢ termiczng, ktéra moze
przekracza¢ 400°C [12]. Kolejna istotng wlasciwoscig chemiczng jest ich niska
preznos¢ par i niewielka lotnos¢. Cechy te sg szczeg6lnie wazne zwlaszcza z punktu
widzenia ich zastosowania jako alternatywnych rozpuszczalnikow w reakcjach
chemicznych, czy tez wykorzystania ILs jako modyfikatorow fazy ruchomej
w chromatografii cieczowej [1]. Wplywa to bezposrednio na bezpieczenstwo ich
zastosowania jako rozpuszczalnikéw poprzez redukcje emisji par do srodowiska
naturalnego w poréwnaniu do tradycyjnie stosowanych rozpuszczalnikéw
organicznych [13]. W tabeli 1. zestawiono niektore wtasciwosci fizykochemiczne
wybranych ILs.



ZASTOSOWANIE CIECZY JONOWYCH JAKO MODYFIKATOROW FAZY RUCHOMEJ 513

Tabela 1. Wrhasciwosci fizykochemiczne wybranych ILs [10, 14, 15]
Table 1. Physicochemical properties of selected ILs [10, 14, 15]

Tempera-
. . . tura Gestos¢ | Lepkos¢
Kation Anion Skrot topnienia (@/ml) (mPas)
(W)
233
)0
tetrafluoroboranowy [BMIM][BF4] -82 1,17 (310 85):))
(25°C)
heksafluorofosforanowy [BMIM][PF¢] -8 1,36 léifg)o
! -I')utAylo-B - trifluorooctanowy [BMIM][TFA] -40 1,21 -
metyloimidazoliowy %
trifluorometylosulfonianowy [BMIM][T{O] 16 1,29 (20°C)
bis[(trifluorometylo)sulfonyloJamidowy | [BMIM][TF,N] -4 1,43 (2(5)3 )
218,9
bromkowy [BMIM][Br] 60 1,13 (25°C)
1-metylo-3-
metyloimidazoliowy [MMIM[C] 125 B )
1-etylo-3-
metyloimidazoliowy [EMIM][CI] 84 1,36 )
1-propylo-3-
metyloimidazoliowy chlorkowy [PMIM][C1] 60 3 )
1-butylo-3-
metyloimidazoliowy [(BMIM][C1] 65 1,10 )
1-heksylo-3-
metyloimidazoliowy [HMIM][CI 7 1,29 )
66
-etylo-3- tetrafluoroboranowy [EMIM][BF,4] 6 1,25 (25°C)
metyloimidazoliowy heksafluorofosforanowy [EMIM][PF¢] 58 1,37 (;52(():)
211
1-heksylo-3- tetrafluoroboranowy [HMIM][BF,] -82 1,075 25°C)
metyloimidazoliowy heksafluorofosforanowy [HMIM[PF¢] -61 1,304 (285(1(():)

1.1. KIERUNKI ZASTOSOWAN CIECZY JONOWYCH

Najwieksza zaleta ILs jest mozliwo$¢ niemal dowolnego zaprojektowania ich
wlasciwosci poprzez odpowiedni dobdr kationu i anionu, co spowodowato
zastosowanie ILs w wielu gateziach chemii [1, 16]. Substancje te wykorzystywane
sa m.in. w syntezie chemicznej, jako alternatywa dla tradycyjnych
rozpuszczalnikow chemicznych; w katalizie; jako elektrolity do ogniw o duzej
energii; w procesach przetwdrstwa biomasy czy jako dodatki do paliw [2, 13, 17—
20]. ILs sa takze wykorzystywane w technikach ekstrakcyjnych, (wlaczajac
ekstrakcje ciecz-ciecz - LLE, ang. liquid-liquid extraction, mikroekstrakcje do fazy
cieklej - LPME, ang. liquid-phase microextraction oraz mikroekstrakcje do fazy
statej - SPME, ang. solid-phase microextraction), chromatograficznych (wlaczajac
chromatografi¢ cienkowarstwowa — TLC, ang. thin layer chromatography,
wysokosprawng chromatografie cieczowa — HPLC, ang. high performance liquid
chromatography, chromatografiec gazowa - GC, ang. gas chromatography),
elektromigracyjnych oraz w spektrometrii mas i metodach spektroskopowych.
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2. ZASTOSOWANIE CIECZY JONOWYCH JAKO DODATKOW DO
FAZY RUCHOMEJ W CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ

Pierwsze doniesienia dotyczace zastosowania ILs w technikach separacyjnych
ILs datowane sa na 1959 rok i dotycza one zastosowania tych substancji jako
modyfikatoréw powierzchni fazy stacjonarnej w GC [21, 22]. Pierwsze
zastosowanie ILs w HPLC datowane jest natomiast na koniec lat 80 XX wieku [21].
Poole i wspolpracownicy [23] zastosowali wowczas fazg ruchoma sktadajaca sie
z wody i IL, zamiast tradycyjnie stosowanych rozpuszczalnikow organicznych,
takich jak metanol czy acetonitryl. Mimo, ze uzyskali oni rozdzielenie testowanych
mieszanin, ci$nienie zwrotne w uktadzie bylo bardzo wysokie. Co wigcej, ze
wzgledu na zastosowanie tiocyjanianowej ILs, metalowe elementy ulegty korozji,
przez co porzucono dalsze badania [23].

ILs znacznie czesciej sa wykorzystywane jako dodatki do fazy ruchomej w RP
HPLC. Wynika to w gléwnej mierze z wlasciwosci akceptorowo-donorowych tych
substancji, dzigki czemu maja one zdolno$¢ do blokowania wolnych silanoli,
obecnych na powierzchni krzemionkowych faz stacjonarnych, podobnie jak
w przypadku powszechnie stosowanych amin [1, 2, 21]. Zaréwno rodzaj kationu,
jak i anionu IL moze mie¢ istotny wplyw na mechanizm retencji zwigzkow
analizowanych za pomocg chromatografii cieczowej. W zaleznosci od
hydrofobowosci jonéw (zgodnie z szeregiem liotropowym Hoffmeistera),
budujacych ILs, mogg one w réznym stopniu oddziatywa¢ z powierzchnig fazy
stacjonarnej [21].

Powszechnym problemem w analizie zwigzkéw o charakterze zasadowym za
pomoca chromatografii cieczowej jest ogonowanie pikéw, wynikajace w gldwnej
mierze z oddzialtywan polarnych analitéw lub analitow obdarzonych dodatnim
tadunkiem z ujemnie natadowanymi, wolnymi grupami silanolowymi. Wolne grupy
silanolowe stanowig okoto 19 % wszystkich grup silanolowych, wystepujacych na
powierzchni krzemionki. Charakteryzuja si¢ one najwyzsza zdolnoscia adsorpcyjna
w poréwnaniu do wicynalnych i geminalnych grup silanolowych. Grupy silanolowe
nadajg krzemionce kwasowy charakter, a ich $rednia warto$¢ pKa wynosi 7.1.
Oznacza to, ze w zaleznosci od pH fazy ruchomej, grupy silanolowe mogg by¢
pozbawione ladunku lub ujemnie naladowane [2]. W celu zredukowania
niepozadanych oddzialywan miedzy analitami, a resztkowymi grupami
silanolowymi, stosowane sa dodatki do fazy ruchome;j, takie jak aminy, czy tez ILs.
Po dodaniu ILs do fazy ruchomej, jej sktadniki nalezy traktowac jako oddzielne
indywidua, w zwiazku z czym tylko kation odpowiedzialny jest za blokowanie
aktywnosci wolnych silanoli. Wowczas uzyskiwane piki analitow charakteryzuja
si¢ wigksza symetrig, a czasy retencji ulegaja skroceniu. Wnioskuje sig, ze
w przypadku niskich stezen ILs, oddziatuja one tylko z resztkowymi silanolami,
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blokujac tym samym ich dostep do analitéw. Zwickszanie stezenia ILs w fazie
ruchomej prowadzi natomiast do adsorpcji kationéow ILs na powierzchni
hydrofobowych tancuchow alkilowych [2, 24]. Wéwczas, w zaleznosci od sity
adsorpcji kationéw i anionéw, na powierzchni fazy stacjonarnej tworzy si¢ dodatnio
lub ujemnie natadowana warstwa elektryczna. Schemat oddziatywan zachodzacych
pomiedzy faza stacjonarna, a przyktadowymi imidazoliowymi kationami IL wraz ze
wzrostem jej stezenia przedstawiono na rysunku 2.
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Rysunek 2. Schemat oddziatywan pomiedzy faza stacjonarna, a kationami cieczy jonowej wraz ze
zwickszaniem ich st¢zenia [2, 24, 25]

Figure 2. Schematic illustration of interactions between the stationary phase and ILs cations with respect
to increasing their concentration [2, 24, 25]

W literaturze mozna znalez¢ wiele prac, ktére umozliwiaja poznanie
mechanizméw oddziatywan migdzy ILs, fazg stacjonarng i szerokg grupa réznych
analitow o charakterze zasadowym [6, 9, 24, 26]. Niezaleznie od testowanych
analitéw i rodzaju ILs obserwowano analogiczne tendencje. Wraz ze zwigkszaniem
stezenia ILs i dlugosci tancucha alkilowego w strukturze kationu imidazoliowego,
obserwowano obnizenie wartosci wspdtczynnikdéw retencji zarowno amin, puryn,
nitrozwigzkéw aromatycznych, alkaloidow, jak i efedryn. Dowiedziono, ze
w przypadku nizszego stezenia ILs, uzyskane tendencje byty wynikiem
wspotzawodnictwa analitow i kationow imidazoliowych o wolne grupy silanolowe
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wewnatrz oktadecylowej fazy stacjonarnej. Co wiecej, zwiekszanie stezenia ILs
prowadzito do jednoczesnej adsorpcji kationow imidazoliowych na powierzchni
fancuchow alkilowych fazy stacjonarnej. Adsorpcja byta tym silniejsza, im dluzszy
fancuch alkilowy w strukturze kationu imidazoliowego [27-31]. Co wigcej, He
i wspdtpracownicy [28] postulowali, ze dodatek ILs do fazy ruchomej powoduje, ze
uzyskiwane piki charakteryzuja si¢ wigksza symetria w poréwnaniu do wynikdéw
uzyskiwanych dla faz ruchomych modyfikowanych aminami. Prawdopodobna
przyczyna tego efektu byly stabsze oddzialywania -elektrostatyczne miedzy
aminami, a wolnymi grupami silanolowymi w poréwnaniu do ILs. Dodatek ILs do
fazy ruchomej powodowat takze zwigkszenie efektywnosci rozdzielenia mieszanin
réznych analitéw (puryn, amin, efedryn, nitrozwigzkow aromatycznych),
w poréwnaniu z fazg ruchomg bedaca mieszaning wody i rozpuszczalnika
organicznego [27-29, 31]. Dotyczy to takze substancji o podobnej strukturze, takich
jak alkaloidy o zblizonych strukturach (oksymatriny, sofokarpiny, soforydyny
i matryny), ktérych rozdzielenie za pomocg fazy ruchomej, w sktad ktérej wchodzi
woda i metanol moze by¢ trudne w trybie RP HPLC [30]. Dodatek ILs do fazy
ruchomej spowodowal, ze oddziatywania elektrostatyczne miedzy wolnymi
silanolami, a analitami zostatly zredukowane, w konsekwencji prowadzac do
skrocenia czaséw retencji analitow i zwigkszenia selektywnosci uktadu wzgledem
badanych mieszanin, poprzez zmiang kinetyki sorpcji i desorpcji analitoéw [27-31].
Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono takze, ze dodatek ILs nie wpltywa
na zmiane kolejnosci elucji analitoéw [31]. Nalezy takze zaznaczy¢, ze dodatek ILs
powoduje obnizenie ilosci potek teoretycznych o okoto 20 %, w poréwnaniu do
fazy ruchomej sktadajacej si¢ z wody i metanolu. Jednakze, wigksza ilo$¢ potek
teoretycznych uzyskano dla ILs w poréwnaniu do trietyloaminy [1].

ILs zostaly takze zastosowane w analizie zwigzkow o charakterze kwasowym,
w przypadku ktorych zaobserwowano obnizenie wartosci wspdtczynnikdéw retencji
wraz ze wzrostem stezenia imidazoliowej ILs [27, 32, 33]. Byly to tendencje
przeciwne do obserwowanych dla faz ruchomych modyfikowanych dodatkiem
aminy. Prawdopodobng przyczyng obserwowanych efektow byla delokalizacja
tadunku w kationie imidazoliowym, co wiaze si¢ z nizsza stala asocjacji miedzy
analitami a ILs, a w konsekwencji mniejsza iloscig kationéw imidazoliowych
zaadsorbowanych na powierzchni oktadecylowej fazy stacjonarnej [27, 32].
Woéwczas oddziatywania elektrostatyczne miedzy ujemnie natadowanymi analitami,
a dodatnio natadowanymi kationami imidazoliowymi sa slabsze. Wplyw na
obserwowane efekty mogla mie¢ takze bariera steryczna oraz odpychanie
elektrostatyczne miedzy anionami IL, a analitami [27, 32]. Podobnie jak
w przypadku analitow o charakterze zasadowym wykazano, ze dodatek ILs
wptywal na efektywnos¢ rozdzielenia testowanych mieszanin poprzez blokowanie
resztkowych silanoli [27, 32, 33]. Ponadto tworzenie par jonowych pomigdzy ujem-



ZASTOSOWANIE CIECZY JONOWYCH JAKO MODYFIKATOROW FAZY RUCHOMEJ 517

nie natadowanymi analitami, a kationami ILs takze determinowalo rozdzielenie
[32]. Mimo tego, ze wzgledu na wspolistniejace oddzialywania, retencja
testowanych substancji na powierzchni fazy stacjonarnej byta mniejsza [27, 32].

Imidazoliowe ILs sa najczgsciej wykorzystywane do modyfikowania sktadu
fazy ruchomej w RP HPLC, jednakze podjeto takze proby zastosowania innych
kationéw budujacych ILs. Porownano imidazoliowe i pirydyniowe ILs w analizie
substancji obdarzonych fadunkiem dodatnim oraz anionéw [24, 34, 35].
Dowiedziono, ze w przypadku tych pierwszych, rodzaj zastosowanej IL, nie
wplynal bezposrednio na zmiane wartosci wspotczynnikdw retencji, niemniej
jednak miat istotny wplyw na wyglad chromatograméw. W przypadku
pirydyniowej ILs, obserwowano dryft linii bazowej [24]. Rodzaj kationu
w strukturze ILs miatl zdecydowanie wigkszy wplyw na uzyskiwane tendencje
w przypadku analizy réznych anionéw [34, 35]. Niezaleznie od rodzaju kationu
w  strukturze  zastosowanej ILs, obserwowano zwiekszenie  wartosci
wspotczynnikéw retencji analitow wraz z wydluzeniem fancucha alkilowego
w strukturze ILs, co wskazuje na tworzenie si¢ par jonowych migdzy kationami ILs,
a analizowanymi anionami. Zmiana rodzaju kationu na pirydyniowy powodowata
dodatkowo znaczace zwigkszenie wartosci wspdtczynnikéw retencji analitow
w zwigzku z  jego wigksza hydrofobowoscia w poréwnaniu z kationem
imidazoliowym. Mimo uzyskania pelnego rozdzielenia testowanej mieszaniny
anionéw (tiocyjanianu i jodu) w przypadku pirydyniowych ILs, czas retencji byt
dlugi, a dodatkowo obserwowano wyzsze wartosci LOD w poréwnaniu do
imidazoliowych 1ILs [35]. Wskazano takze, ze imidazoliowe ILs sa
odpowiedniejszym modyfikatorem fazy ruchomej ze wzgledu na krotsze czasy
retencji analitow oraz nizsze wartosci granicy ich wykrywalnosci [34, 35]

Istotny wptyw na retencje¢ analitow ma takze rodzaj anionu w strukturze ILs.
Dowiedziono bowiem, ze podobnie jak w przypadku kationow budujacych ILs,
moga one ulega¢ adsorpcji na powierzchni oktadecylowej fazy stacjonarnej,
w zalezno$ci od polozenia w szeregu Hoffmeistera [21]. Aniony o charakterze
chaotropowym (takie jak PFs czy BF,) silniej adsorbuja si¢ na powierzchni
wypehienia w poréwnaniu do aniondéw o charakterze kosmotropowym (I, Br czy
CI') [21, 36]. Chaotropowe aniony powoduja, ze uzyskiwane piki analitow
o charakterze zasadowym sa wezsze ze wzgledu na fakt, ze w ich obecnosci
zjawisko sorpcji i desorpcji analitow sa efektywniejsze. Jednakze czasy retencji
analitéw ulegaja wydluzeniu, co spowodowane jest zwickszeniem hydrofobowosci
analitow poprzez zmniejszenie ich otoczki hydratacyjnej. Aniony kosmotopowe sa
natomiast silnie uwodnione, przez co nie oddzialuja one =z analitami
i z powierzchnig oktadecylowej fazy stacjonarnej [37-39].

ILs sa stosowane jako dodatki do fazy ruchomej w analizie wielu analitow
o charakterze kwasowym oraz charakteryzujacych si¢ duzg polarnoscia. Do tego
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typu zwigzkow naleza m. in. oligonukleotydy antysensowne. Mimo wielu zalet
zastosowania ILs w chromatografii cieczowej, do gtéwnych wad nalezy zaliczy¢
ich wysoki koszt, toksycznos¢ oraz brak mozliwosci zastosowania detekcji MS
[1,2].

3. ZASTOSOWANIE CIECZY JONOWYCH
W CHROMATOGRAFICZNEJ ANALIZIE
OLIGONUKLEOTYDOW ANTYSENSOWNYCH

W literaturze wykazano, ze oprocz zdolnosci ILs do blokowania wolnych grup
silanolowych, ich nadmiar moze adsorbowaé si¢ na ligandach oktadecylowych,
podobnie jak w przypadku alkiloamin, ktore stosowane sa powszechnie zaréwno do
blokowania wolnych silanoli, jak i jako odczynniki do tworzenia par jonowych
(IPR, ang. ion pair reagents) [1, 2, 21, 36]. Co wigcej, wykazano zdolnos$¢ ILs do
tworzenia par jonowych z analitami obdarzonymi ujemnym fadunkiem [27].
Jednakze, oddziatywania te nie byly dominujace i obserwowano efekty odwrotne
niz w przypadku chromatografii par jonowych (IP RP HPLC, ang. ion pair reversed
phase  liquid chromatography). 1P RP HPLC jest uzyteczna technikg
chromatograficzng, zwtaszcza w przypadku analiz chromatograficznych polarnych
substancji obdarzonych ladunkiem, ktore nie sa zatrzymywane na powierzchni
niepolarnej, oktadecylowej fazy stacjonarnej. Do takich zwigzkéw naleza
oligonukleotydy antysensowne (ASO, ang. antisense oligonucleotides).

3.1. OLIGONUKLEOTYDY ANTYSENSOWNE

Oligonukleotydy sa jedno- Ilub dwuniciowymi fragmentami kwasu
rybonukleinowego lub deoksyrybonukleinowego, zbudowanymi z kilku do
kilkunastu nukleotydéw. Jeden nukleotyd jest natomiast zbudowany z cukru
z grupy pentoz, reszty kwasu fosforanowego (V) oraz zasady azotowej [40—44].
W fizjologicznym pH, grupy fosforanowe budujace szkielet fosforanowo-cukrowy
oligonukleotydu  sg  obdarzone  fadunkiem  ujemnym.  Zastosowanie
niemodyfikowanych oligonukleotydow jako S$rodkéw terapeutycznych jest
ograniczone ze wzgledu na ich trawienie enzymatyczne przez wewnatrzkomorkowe
endo- i egzonukleazy oraz potencjalng toksycznos$¢ produktéw biodegradacji tych
biomolekul. Z tego wzgledu konieczna jest chemiczna modyfikacja w obrebie
grupy fosforanowej, cukru lub zasady azotowej, ktora zwieksza ich biodostgpnosé
i stabilno$¢ w matrycach biologicznych. Wéwczas zwiazki te nazywane sg
oligonukleotydami antysensownymi (ASO) [37-39] .

Potencjal terapeutyczny ASO wynika ze zdolnosci tych zwiazkow do wiazania
si¢ z komplementarng sekwencja DNA Iub RNA na zasadzie hybrydyzacji
z udzialem wigzan wodorowych, dzigki czemu sg one zdolne do zahamowania
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ekspresji gendéw [45-47]. Aktualnie dostgpnych jest dziewie¢ lekoéw
antysensownych, zaakceptowanych przez amerykanska Agencje Zywnosci i Lekow
(ang. Food and Drug Administration, FDA). Antysensowne $rodki terapeutyczne
stosowane sa m.in. w leczeniu schorzen neurologicznych i choréb wiencowych czy
tez w cytomegalowirusowym zapaleniu siatkdwki (tabela 2). Aktualnie prowadzone
sa réwniez badania kliniczne w kierunku zastosowania ASO w leczeniu choréb
nowotworowych [42].

Tabela 2. Oligonukleotydy stosowane w terapii antysensownej, zaakceptowane przez FDA [42, 44, 46, 48]
Table 2. FDA-approved antisense oligonucleotides used in antisense therapy [42, 44, 46, 48]

Nazwa leku Dlugoééﬂ Modyfikacja Dmg? Choroba
sekwencji podania
- iniekcja do .
Fomivirsen . . cytomegalowirusowe
X 21 tiofosforanowa ciala S
(Vitravene) szklistego zapalenie siatkowki oka
pegylowany, tiofosforanowy
Macugen aptamer z modyfikacja 2°O- iniekcja do sickowe zwyrodnicnie
(Pega lﬁnib) 27 metylowa cukru przy kazdej ciala wysie lamkiwzzl tei
ap purylr(lie (11 2’Q-ﬂuq(rjow§ przy szklistego p J
azdej pirymidynie
L homozygotyczna
Kynamro 20 tiofosforanowa/2’O-metylowa 1n1ekga rodzinna
(Mipomersen) podskoérna . .
hipercholesterolemia
Eteplirsen . . infuzja dystrofia mig$niowa
(Exondys 51) 30 oligomer morfolinowy dozylna Duchenne’a
Defilbrotide . infuzja . .
(Defitelio) 50 tiofosforanowa dozylna choroba zylno-okluzyjna
Spinraza 13 tiofosforanowa/2’O- iniekcja rdzeniowy zanik migsni
(Nusinersen) metoksyetylowa dooponowa (SMA)
polineuropatia
Tegsedi 20 tiofosforanowa/2’O- iniekcja spowodowana
(Inotersen) metoksyetylowa podskorna dziedziczna amyloidoza
transtyretynowa
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polineuropatia
Onpattro 1 2’0O-metylowy krotki, interferujacy infuzja spowodowana
(Patisiran) kwas rybonukleinowy dozylna dziedziczna amyloidoza
transtyretynowa
Givlaari tlc’)fosforanowy/zrO—AMEmetquwy/ inickcja A
L 21/23 2’O-fluorowy krotki, interferujacy . ostra porfiria watrobowa
(Givosiran) . podskérna
kwas rybonukleinowy

3.2. CHROMATOGRAFICZNE METODY OZNACZANIA OLIGONUKLEOTYDOW

Zastosowanie oligonukleotydéw w terapii antysensownej sprawito, ze istnieje
konieczno$¢ ich analizy, zwlaszcza w kontekscie oznaczania i identyfikacji ASO
w matrycach biologicznych, takich jak osocze, surowica, mocz czy tkanki. Innym
waznym aspektem jest oddzielanie zanieczyszczen, takich jak ASO o krétszych
sekwencjach, powstajacych w procesie chemicznej syntezy tych zwigzkow.
Aktualnie chromatografia cieczowa jest najpowszechniej stosowana w analizie
zanieczyszczeh ASO oraz produktéw ich metabolizmu [42, 44]. Do
najpopularniejszych technik chromatograficznych stosowanych w oznaczaniu
i identyfikacji  oligonukleotydéw nalezg  chromatografia  oddzialywan
hydrofilowych (HILIC, ang. hydrophilic interaction liquid chromatography),
chromatografia jonowymienna (IEC, ang. ion exchange chromatography) oraz 1P
RP HPLC [49-51].

W analizie ASO za pomoca HILIC istotng zaletg jest mozliwos¢ sprzezenia tej
techniki ze spektrometria mas ze wzgledu na duzg lotnos¢ fazy ruchomej, co
w konsekwencji wplywa znaczaco na zwigkszenie czulos$ci oznaczania tych
zwigzkow [42, 44, 52]. Gtowng wadg tej techniki w analizie ASO jest natomiast
ograniczona selektywnos$¢ rozdzielenia tych zwigzkow, przez co tryb HILIC jest
wykorzystywany w ich analizie zdecydowanie rzadziej niz IEC czy IP RP HPLC
[53-55].

W przypadku analizy ASO za pomocg EIC, najwicksza zaleta jest dobra
selektywnos$¢ wzgledem rozdzielenia mieszanin ASO, roznigcych si¢ zaréwno
liczbg tadunkéw ujemnych w szkielecie cukrowo-fosforanowym, jak i sekwencja
nukleotydéw. Wade stanowi natomiast ograniczona kompatybilnos¢ ze
spektrometrig mas ze wzgledu na zastosowanie faz ruchomych, w sktad ktorych
wchodzg roztwory soli nieorganicznych [42, 49,].

IP RP HPLC stanowi obecnie najpopularniejsza technike w analizie ASO. Jak
wspomniano, w tej technice faza ruchoma jest wzbogacona dodatkiem kationowych
IPR, ktorymi najczgsciej sa aminy w mieszaninie z octanami, weglanami
i1,1,1,3,3,3-heksafluoro-2-propanolem (HFIP) [42, 49, 57, 58]. IPR charakteryzuja
si¢ wysoka lotnoscia, dzigki czemu mozliwe jest sprzezenie I[P RP HPLC ze
spektrometria mas, co znaczaco wplywa na zwiekszenie czulosci analizy ASO.
Oktadecylowa faza stacjonarna jest najpowszechniej stosowana w analizie ASO,
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niemniej jednak w literaturze mozna znalez¢ prace dotyczace zastosowania innych
faz stacjonarnych, wiaczajac zel krzemionkowy modyfikowany grupami
fenylowymi, pentafluorofenylowymi czy tez cholesterolowymi [43, 59, 60].
Mechanizm retencji w [P RP HPLC obejmuje zmniejszenie wypadkowego tadunku
ASO poprzez utworzenie pary jonowej z IPR, czego efektem jest zwigkszenie
retencji tych zwigzkow. Co wigcej, mozliwa jest takze adsorpcja IPR na
powierzchni ligandéow fazy stacjonarnej, w wyniku czego powstaje dynamiczny
wymieniacz jonowy. Wowczas ASO moga oddziatywaé takze poprzez
oddzialywania elektrostatyczne z IPR. Istnieje kilka czynnikow majacych istotny
wplyw na sile oddzialywan pomiedzy IPR, ASO, a powierzchnia wypetnienia
kolumny. Zalicza si¢ do nich dtugos¢ sekwencji ASO, rodzaj zastosowanego IPR
oraz grup funkcyjnych w strukturze fazy stacjonarnej. Z tego wzgledu istotny jest
odpowiedni dobor parametréw chromatograficznych w  celu  uzyskania
odpowiedniej selektywnosci rozdzielenia mieszanin ASO [42—44].

Obecnie do najczesciej stosowanych amin w analizie ASO nalezg N,N-
dimetylobutyloamina (DMBA), heksyloamina (HA), trietyloamina (TEA),
tripropyloamina  (TPA), dietyloamina (DEA), N,N-diizopropyloetyloamina
(DIPEA) oraz propyloamina (PA) [25, 42, 44, 60]. Struktura IPR w istotny sposob
wplywa na retencje ASO. W wielu badaniach udowodniono, ze wraz
z wydhluzeniem tancucha alkilowego w strukturze IPR rosnie retencja ASO, co
wigze sie z ich efektywniejsza adsorpcjg na ligandach alkilowych fazy stacjonarnej
[43, 60-62]. IPR zbudowane z rozgalezionego lancucha alkilowego mniej
efektywnie adsorbuja si¢ na powierzchni fazy stacjonarnej w poréwnaniu do IPR,
w  strukturze ktérych  wystepuja  nierozgalezione  tancuchy alkilowe.
W konsekwencji prowadzi to do uzyskania nizszych wartosci wspolczynnikow
retencji ASO [25]. Stgzenie IPR jest kolejnym waznym czynnikiem
determinujagcym site oddzialywan migdzy IPR, ASO, a faza stacjonarng.
Zwiekszanie stezenia powoduje zwickszenie wartosci wspolczynnikow retencji
ASO, jak réwniez zwiekszenie efektywnosci ich rozdzielenia [60].

3.3. ZASTOSOWANIE CIECZY JONOWYCH JAKO ODCZYNNIK()W DO
TWORZENIA PAR JONOWYCH W ANALIZIE OLIGONUKLEOTYDOW
ANTYSENSOWNYCH

7 uwagi na fakt, ze IL mogg tworzy¢ pary jonowe zostaly po raz pierwszy
(i jak dotychczas jedyny) zastosowane w analizie oligonukleotydéw z modyfikacja
tiofosforanowa, 2’-O-metylowa oraz 2’-O-metoksyetylowa za pomoca IP RP HPLC
[25]. W badaniach testowano ILs z rézng dlugoscia podstawnika alkilowego
w strukturze kationu imidazoliowego ([EMIM][CI], [BMIM][CI], [HMIM][CI])
o stezeniach w zakresie od 0,1 do 7 mM. Jako fazy stacjonarne wybrano
wypelnienie oktadecylowe, pentafluorofenylowe oraz oktadecylowe z wbudowana
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grupg polarng. W badaniach dowiedziono, ze obserwowane efekty sg analogiczne
do tych uzyskiwanych podczas zastosowania tradycyjnych IPR w analizie ASO za
pomoca IP RP HPLC. Przede wszystkim zwigkszanie st¢zenia ILs w fazie ruchome;j
powodowalo wzrost wartosci wspotczynnikow retencji ASO, ze wzgledu na
silniejsze oddziatywania elektrostatyczne migdzy kationami IL oraz ASO. Co
wigcej, najwyzsze wartosci wspotczynnikow retencji ASO uzyskano dla IL
z najdluzszym podstawnikiem alkilowym w strukturze kationu imidazoliowego, ze
wzgledu na jego silniejsza adsorpcje na ligandach fazy stacjonarnej [25].
Zaobserwowano takze, ze zwigkszanie stezenia ILs wplywa na poprawienie
efektywnosci rozdzielenia mieszanin ASO oraz ich syntetycznych metabolitow,
niezaleznie od zastosowanej fazy stacjonarnej. Efekt ten byt widoczny zwlaszcza
dla mieszaniny oligonukleotydéw tiofosforanowych, ktorych rozdzielenie do linii
podstawowej uzyskano w mniej niz 10 minut dla wszystkich testowanych faz
stacjonarnych. W przypadku mieszaniny oligonukleotydow z modyfikacja 2’-O-
metylows, zadowalajace rozdzielenie uzyskano w czasie nieprzekraczajacym
9 minut dla kolumny oktadecylowej i pentafluorofenylowej [25]. Schematyczne
przedstawienie oddziatywan pomigedzy ASO, kationem imidazoliowym,
a oktadecylowa faza stacjonarng zaprezentowano na rysunku 3.
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Rysunek 3. Schematyczne przedstawienie oddzialywan pomiedzy ASO, kationem, a oktadecylowa faza
stacjonarna w trybie I[P RP HPLC

Figure 3. A schematic representation of the interactions between ASO, ILs cation, and octadecyl
stationary phase in the RP HPLC IP mode
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Opracowana metoda chromatograficznego rozdzielania zostala zastosowana
w oznaczaniu ilosciowym ASO z modyfikacja tiofosforanowg w prdobkach
wzbogaconego osocza oraz rozdzielaniu potencjalnych  zanieczyszczen
powstajacych w procesie syntezy tych zwigzkow. W tym celu zastosowano detekcje
UV oraz faze ruchoma, sktadajacg si¢ z metanolu i 10 mM roztworu [HMIM][CI]
(program elucji gradientowej: 45—60 % v/v metanolu w 10 minut) oraz kolumne
pentafluorofenylowa i oktadecylowa z wbudowanymi grupami polarnymi.
Dwusktadnikowa mieszanine rozdzielono w czasie nieprzekraczajacym 6 minut.
Opracowana metoda iloSciowego oznaczania ASO we wzbogaconym osoczu
charakteryzowata si¢ dobra liniowoscia w zakresie stgzen od 8 do 20 uM oraz
wartosciami granicy wykrywalnosci i granicy oznaczalnosci réwnymi 1,74 pM
i 5,23 uM [25]. Tym samym po raz pierwszy wykazano, ze ILs moga by¢
z powodzeniem stosowane jako IPR w analizie ASO réznych generacji za pomocg
IP RP HPLC.

UWAGI KONCOWE

ILs sa substancjami o ciaggle rosnacym potencjale aplikacyjnym w wielu gateziach
chemii, wlaczajac chemie analityczna, farmacje, katalize, synteze czy tez medycyne. Ze
wzgledu na niska lotno$¢ i preznos¢ par, jak roéwniez z uwagi na mozliwosé
projektowania ich wilasciwosci fizykochemicznych poprzez zmiane struktury, sa one
z powodzeniem wykorzystywane takze w technikach separacyjnych, zwiaszcza
w chromatografii cieczowej. Dodatek ILs do fazy ruchomej jest szczegdlnie uzyteczny
w przypadku analitow o charakterze zasadowym, ze wzgledu na ich mozliwe
oddziatywania z wolnymi grupami silanolowymi, obecnymi na powierzchni faz
stacjonarnych. Wowczas nastepuje supresja wolnych silanoli. Niemniej jednak, ze
wzgledu na mozliwos¢ adsorpcji ILs na ligandach alkilowych faz stacjonarnych,
zwiazki te moga by¢ z powodzeniem wykorzystane jako IPR w analizie polarnych,
wielkoczasteczkowych analitow, takich jak ASO. Ze  wzgledu na  potencjat
terapeutyczny tych zwigzkoéw, wymagana jest metoda ich analizy zapewniajaca
odpowiednig selektywnos$¢ rozdzielenia. Najpopularniejsza technika ich rozdzielania
jest chromatografia par jonowych z uzyciem amin jako odczynnikéw do tworzenia par
jonowych. Zamiana tych substancji na ILs pozwala na uzyskanie podobnej
selektywnosci rozdzielenia mieszanin ASO, bez koniecznosci modyfikowania pH fazy
ruchome;j.
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