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ABSTRACT 
 

Oligonucleotides are short fragments of nucleic acids. They have a growing 
potential in medicine, especially as diagnostic and therapeutic agents. In most cases, 
these compounds are determined in the complex biological matrix. Thus,                        
the sample preparation step is very important in their bioanalysis. Solid-phase 
extraction is a predominant technique in this field. However, presently used for this 
purpose adsorbents have disadvantages. They ensure low extraction effectiveness 
and procedures using them are labor-intensive or time-consuming. 

Ionic liquids, since their discovery, are objects of intensive interest                      
of scientists. Their scientific attractiveness is connected with their unique 
properties. They are used in separation and sample preparation techniques, such as 
liquid-liquid extraction using water-immiscible ionic liquids. This approach was 
also used in the extraction of oligonucleotides. 

Adsorbents modified with ionic-liquids have growing potential in extraction 
techniques. Few types of materials are used, namely carbon, polymers, and silica.         
A common feature of these materials modified with ionic liquids is the ion 
exchange character. Nonetheless, carbon nanomaterials are coated or covalently 
modified with ionic liquids, and they are used mainly for nonpolar compounds. 
Polymer and silica-based adsorbents are used mainly for acidic compounds. 
Polymers are characterized by the highest stability of the presented materials. Due 
to their ion-exchange properties crosslinked poly(ionic liquids) were used also for 
extraction of unmodified and modified oligonucleotides. The optimized procedure 
applying the material with bonded zwitterion ionic liquid gives high recoveries. It is 
concurrent for presently used adsorbents, thus solves problems connected with their 
usage. Moreover, it can be used for biological samples without any pre-purification. 
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GO    tlenek grafenu (ang. Graphene Oxide) 
IL     ciecz jonowa (ang. Ionic Liquid) 
IPR     odczynnik   do   tworzenia   par  jonowych  (ang.  Ion  Pair  
      Reagent) 
LLE     ekstrakcja ciecz-ciecz (ang. Liquid-Liquid Extraction) 
LNA     zablokowany kwas nukleinowy (ang. Locked Nucleic Acid)  
MIL    magnetyczna ciecz jonowa (ang. Magnetic Ionic Liquid) 
siRNA     small interfering RNA) 
SPE     Solid-Phase Extraction) 
SPME     mikroekstrakcja    do    fazy        (ang.    Solid    Phase 
      Microextraction) 
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WPROWADZENIE 

 
Oligonukleotydy to biopolimery,  fragmentami  nukleinowych. 
  naturalnie, ale  syntezowane  celem szerokiego 

zastosowania.  te  obiektem  jako potencjalny czynnik diagnostyczny 
(mikroRNA) czy terapeutyczny (oligonukleotydy antysensowne) [1,2]. 

Oznaczanie  jest istotnym zadaniem w   
klinicznych i      w tym 
celu  jest chromatografia cieczowa [3]. Ze  na to,   one  
oznaczane w  matrycach stosowane   metody przygotowania  
Procedura przygotowania  powinna ona   prosta i  
maksymalny odzysk analitu. Najpopularniejsze techniki oczyszczania  

 to e  trawienie enzymatyczne, ekstrakcja ciecz-ciecz                
i ekstrakcja do fazy  [4]. Stosowane dotychczas metody przygotowania  

 swoje wady, m.in. niskie  odzysku,  czy niska 
 Z tego  koniecznym wydaje  poszukiwanie nowych 

 do ekstrakcji  do fazy   w tym temacie 
jest zastosowanie  ze  na powierzchni  cieczy 
jonowych. 

Ciecze jonowe to substancje w stanie     z  
rozbudowanego organicznego kationu oraz nieorganicznego lub organicznego anionu 
[5]. Ze  na   ciecze jonowe   niezwykle 
wielorakimi   one wykorzystywane w  dziedzinach nauki,                
w tym  w chemii analitycznej: technikach separacyjnych czy przygotowaniu 

 [6]. 
Adsorbenty modyfikowane  cieczy jonowych  zalety  

 i cieczy jonowej. Modyfikowane  takie  jak krzemionka,  
polimerowe,  czy  magnetyczne. Ich odpowiedni  pozwala na 
uzyskanie   sorpcyjnej,  oraz zastosowanie ich do 
oczyszczania i   ze   [7]. 

 

1. 
 

 

pojedynczy oligonukleotyd 
podstawowych jednostek, podczas gdy do budowy jednej nici kwasu nukleinowego 

lub deoksyrybozy) 
oraz zasady azotowej [8]. Podobnie jak w kwasach nukleinowych,                                    
w  oligonukleotydach  monomery    ze  -fosfodiestro- 



 

 
wym. Anion ortofosforanowy 

[8]. 
 
 

 
 
Rysunek 1.   
Figure 1. Fragment of a structure oligonucleotide and selected chemical modifications  

 

j

diagnostycznym.  

[9]              

-O-metylo DNA) i zasad azotowych (Rysunek 1) [10]. Chemicznie 

specyficznym fragmentem mRNA i tym 

                              
i nowotworowych [11]. Poza terapeutycznym wykorzystaniem syntetycznych 

 
polimerazy, sondy oraz mikromacierze [12]. 
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[4]. Ekstrakcja analitu z matrycy biologicznej jest 

pierwszym krokiem we wszystkich metodach bioanalitycznych. Etap ten ma na celu 

ciecz- [4]. 
 

[4]. Jest ona stosowana 
[13,14]

[15]. 

oligonukleoty
                      

[16,17]

[4]. 
Ekstrakcja ciecz-ciecz (ang. LLE, Liquid-Liquid Extraction                   

         
w bioanalityce [4]

m alkoholu 
izoamylowego [4]

[4,18,19] -
95% [4,18,19]

[4]. 
 
 
 
 



 

 
1.1. EKSTRAKCJA DO FAZY  

 

Solid Phase Extraction
                     

[4].  

modyfikowana krzemionka, jak i polimery [4, 20 25]
y modyfikowany grupami alkilowymi (C18, 

C8, C2) czy fenylowymi [4, 20 25]

jonowych (IPR, ang. Ion-Pair Reagent
wana amina 

                        
z alkilo
zatrzymywana na powierzchni niepolarnego adsorbentu [4]. 

mieszaniny 1,1,1,6,6,6-heksafluoroiz
[20 22,25]

[20, 21]. W etapie 
                  

-
organicznego [20 22]. SPE w trybie par jonowych stosowane jest do ekstrakcji 

-O-(metoksyetylowych) [4, 20 25]. Technika ta jest stosowana do izolacji                   
[4, 

20 25]. 

-
[4, 20 25].  

antysenso

 [4]. 
Stosowane   komercyjnie   adsorbenty,  takie   
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[4, 26 29]

nie z rozpuszczalnikiem 
organicznym (acetonitryl i tetrahydrofuran) [4,26 29]

[26]. 

   
i ludzi [4,26 29]
70-80% [26]. Podobnie jak w przypadku trybu par jonowych uzyskanie 

 

zysku lub ektrakcja jest 

           

jonowych. 
 

2. CIECZE JONOWE 
 

Ciecze jonowe (ILs, ang. Ionic Liquids

cieczami jonowymi (RTIL, ang. Room-Temperature Ionic Liquids) [30]. 
 

utworzenie wielu kombinacji kation- 18 

substancjami [5]  
- 



 

 
                  

[5].  
 

2.1.  
 

                             
i niesymetrycznego kationu organicznego i anionu, zwykle o niewielkich 
rozmiarach. Kation w swojej strukturze zawiera atomu azotu, fosforu, siarki lub 

atomu azotu lub fosforu. I
[5]. Do 

-dialkiloimidazoilowy i N-alkilopirydyniowy.  

organiczne [5]. 

wodorowych [31]

zakresie temperatur, jak ILs. Rozpuszc
rozpuszczalnikach organicznych jest silnie skorelowana z ich temperaturami 
topnienia [32]. 

dialkiloimidazoliowych ILs j

anionu [33,34]

[33]. 

1,0- -3 [33]                          

[33]. Omawiana grupa 
 

[33, 35]. 
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2.2.   

 

zastosowanie w wielu dziedzinach nauki, m.in. farmacji, biotechnologii, ekstrakcji 
                         

w technika [5,36]
jako modyfikatory powierzchni chromatograficznych faz stacjonarnych, dodatki do 

elektrokinetycznej [36,37]

 
[38] 

wykorzystali heksafluorofosforan 1-butylo-3-

-butylo-3-

nadal 
[38]. 

[39] do ekstrakcji syntetycznych 

ciecze jonowe (MIL, ang. Magnetic Ionic Liquids

magnetycznym. Autorzy zastosowali dwie techniki ekstrakcji [37]. Pierwsza 

 MIL i analitu, co pozwala 

                     
w roztworze octanu potasu i oczyszczenie na sorbencie krzemionkowym,                           

[39]. 

ciowa 

 
 
 
 



 

 
3. SYNTEZA I 

 
 

 na 

[40]
modyfikowane ILs

[41]. 
 

3.1.   
 

[42]. 

[43 45] [46]
[47,48] [49] [50] - [51]. 

[43 45,50,51] ci [47], 
[46] i biologiczne [48,49]

                
w granicach 80-

[46, 47, 51]. 

j adsorpcji 
IL na powierzchni [41]

popularnych zw -, heksylo- i oktyloimidazoliowy. 

[47]. 
 

modyfikowane, takie jak tlenek grafenu (GO, ang. Graphene Oxide

grupami aminowymi IL, a grupami karboksylowymi GO (Rysunek 2). Shi                           
[46] 

                                        
i bis(trifluorometylosulfonylo)imidkami 1-aminoetylo-3-metyloimidazoliowymi                   
i 1-aminopropylo-3-

   alkilowego        na   ekstrakcji.                         
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odzysku [46]

sposobu modyfikacji [46,50]

[46]. 
 

 
 
 
Rysunek 2.   cieczami jonowymi (na podstawie [46])  
Figure 2. Modification of the graphene oxide surface with ionic liquids (based on [46]). 

 
zalet. Poza 

                    

chanicznych.  
 

3.2. ADSORBENTY POLIMEROWE 
 

                    

 

sposoby (Rysunek 3). Pierwszy to modyfikacja powierzchni polimeru (Rysunek 
3A), drugi to polimeryzacja polimeryzowalnej IL (Rysunek 3B). 



 

 

 
 
Rysunek 3.  

(na podstawie [52, 53]) 
Figure 3. Methods of synthesis of polymeric adsorbents with embedded particles of ionic liquid (based on 

[52, 53]) 

 
Polimerowe 

[54 56]
[53] [52]

[57, 58] [59]
[52 56] [56 59] 

czy matryc biologicznych [52]
[53,57,58]

[52, 59] [54] 
magnetyczne [55, 56]. 

3 lub NaOH [54 56]

Ka

odzysku (50-100%) [53]. 

558 SK   
   



 

 559
  

 

[52]. W takich przypadkach do 
[52, 57, 60]. Wu  

[52]  

[52]. 
[57] dla kofeiny i teofiliny.    

okie 

[53, 57, 58].  
 

3.2. ADSORBENTY KRZEMIONKOWE 

 
Krzemionka jest modyfikowana ILs 

w technikach separacyjnych i ekstrakcji [40, 61, 62]. Synteza omawianych 

zchnia aktywowanej krzemionki (Rysunek 

 

 
 
Rysunek 4.  Dwa sposoby modyfikacji powierzchni krzemionki 

postawie [63, 64]) 
Figure 4. Two ways to modify the silica surface with methylimidazolium ionic liquid (based on [63, 64]) 



 

 

[60,65 68], herbicydy [63], kwasy organiczne, amidy, 
aldehydy i estry [64,69,70]. 

[60,65 68] [63] czy aerozolu 
atmosferycznego [69].  

elektrostatycz

[69] 

[69]. Do elucji an

[60, 63 65, 69]. Co 

zastosowania C18 [60, 63, 66]

[60, 65 68]. Zmiana przeciwjonu zmienia 

[63, 70]. 
                           

[64] 
imidazolem, 1-metyloimidazolem i 2-etylo-4-

[64] [69] 
podobne adsorbenty, ale zamiast modyfikacji 2-etylo-4-metyloimidazolem 
zastosowali 3-(propylo-3-
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3.4. 

 
 

[71]. Testowano trzy usieciowane poli(ciecze jonowe) (Rysunek 

 

 

-cukrowego 
niami 

aromatycznymi adsorbentu i zasad azotowych. 
 

 
 
Rysunek 5.   
Figure 5. The structures of the adsorbents used for the extraction of oligonucleotides 

 
 
 



 

 

                
i pH soli [71]

nieorganicznej (NaClO4) w buforze o pH = 8,0 i 50% v/v dodatku metanolu.  
-(1-

winyloimidazoliumylo)octan-co-diwinylobenzen (Rysunek 5C). Jego wypadkowy 

ka

 roztworu octanu amonu o pH = 9,5                   

-O- [71] -O-(metoksyetoksylowej) i LNA 

-O-
zakresie 80-84%.  

[71]

wymiany jonowej, gdzie zwykle konieczne jest 

 
 

 
 

                 

 
               

we jest wykorzys- 

562 SKI, E.   
   



 

 563
  

 

 

 
Wyniki najnowszych bad

               

 
 

E 
 

Praca wydana w ramach grantu Sonata Bis nr 2016/22/E/ST4/00478 

 

 
 

 
[1] J. Wang, J. Chen, S. Sen, J. Cell. Physiol., 2016, 231, 25. 
[2] C.A. Stein, D. Castanotto, Mol. Ther., 2017, 25, 1069. 
[3] A.C. McGinnis, B. Chen, M.G. Bartlett, J. Chromatogr. B, 2012, 883 884, 76. 
[4] B, 2018, 1090, 90. 
[5] D.R. MacFarlane, M. Kar, J.M. Pringle, Fundamentals of Ionic Liquids, Wiley-VCH Verlag 

GmbH & Co. KGaA, Weinheim, Germany, 2017. 
[6] 24, 20. 
[7] N. Fontanals, F. Borrull, R.M 41, 15. 
[8] V.W. Rodwell, D.A. Bender, K.M. Botham, P.J. Kennelly, P.A. Weil, Biochemia Harpera 

Ilustrowana, PZWL Wydawnictwo Lekarskie, Warszawa, 2018. 
[9] Z.J. Lin, W. Li, G. Dai, J. Pharm. Biomed. Anal., 2007, 44, 330. 

[10] E. Urban, C.R. Noe, Farmaco., 2003, 58, 243. 
[11] J. Goodchild (edytor), Methods in Molecular Biology (Methods and Protocols), Humana Press, 

New York, 2011. 
[12] B.S. Sproat, J. Biotechnol., 1995,  41, 221. 
[13] V. Arora, D.C. Knapp, M.T. Reddy, D.D. Weller, P.L. Iversen, J. Pharm. Sci., 2002, 91, 1009. 
[14] G.R. Devi, T.M. Beer, C.L. Corless, V. Arora, D.L. Weller, P.L. Iversen, Clin. Cancer Res., 

2005, 11, 3930. 
[15] 408, 1585. 
[16] Q. Tian, J. Rogness, M. Meng, Z. Li, Bioanalysis, 2017, 9, 861. 
[17] A.C. McGinnis, B.S. Cummings, M.G. Bartlett, Anal. Chim. Acta, 2013, 799, 57.  
[18] B. Chen, M.G. Bartlett, J. Chromatogr. A, 2013, 1288, 73.  
[19] P. Turnpenny, J. Rawal, T. Schardt, S. Lamoratta, H. Mueller, M. Weber, K. Brady, Bioanalysis, 

2011, 3, 1911. 
[20] 10, 1667. 
[21] 144, 4622. 
[22] W. Zhang, N. Leighl, D. Zawisza, M.J. Moore, E.X. Chen, J. Chromatogr. B, 2005, 829, 45. 
 



 

 
 

[23] R.Z. Yu, R.S. Geary, D.K. Monteith, J. Matson, L. Truong, J. Fitchett, A.A. Levin, J. Pharm. Sci., 
2004, 93, 48. 

[24] G. Zhang, J. Lin, K. Srinivasan, O. Kavetskaia, J.N. Duncan, Anal. Chem., 2007, 79, 3416. 
[25] Y. Cen, X. Li, D. Liu, F. Pan, Y. Cai, B. Li, W. Peng, C. Wu, W. Jiang, H. Zhou, J. Pharm. 

Biomed. Anal., 2012, 70, 447. 
[26] B. Chen, M. Bartlett, AAPS J., 2012, 14, 772. 
[27] J. Li, J. Liu, J. Enders, M. Arciprete, C. Tran, K. Aluri, L.-H. G

11, 1955. 
[28] J. Liu, J. Li, C. Tran, K. Aluri, X. Zhang, V. Clausen, I. Zlatev, L. Guan, S. Chong, K. Charisse, 

J.T. Wu, D. Najarian, Y. Xu, Bioanalysis, 2019, 11, 1967. 
[29] M. Hemsley, M. Ewles, G. Lee, Bioanalysis, 2012, 4, 1457. 
[30] K.N. Marsh, A. Deev, A.C.-T. Wu, E. Tran, A. Klamt, Korean J. Chem. Eng., 2002, 19, 357. 
[31] K.. Marsh, J.. Boxall, R. Lichtenthaler, Fluid Phase Equilib., 2004, 219, 93. 
[32] S. Zhang, N. Sun, X. He, X. Lu, X. Zhang, J. Phys. Chem. Ref. Data., 2006, 35, 1475. 
[33] H. Olivier-Bourbigou, L. Magna, D. Morvan, Appl. Catal. A Gen., 2010, 373, 1. 
[34] A. Berthod, S. Carda-Broch, Anal. Bioanal. Chem., 2004, 380, 168. 
[35] C. Maton, N. De Vos, C. V. Stevens, Chem. Soc. Rev., 2013, 42, 5963. 
[36] 68, 1. 
[37] Y. Huang, S. Yao, H. Song, J. Chromatogr. Sci., 2013, 51, 739. 
[38] J.H. Wang, D.H. Cheng, X.W. Chen, Z. Du, Z.L. Fang, Anal. Chem., 2007, 79, 620. 
[39] K.D. Clark, O. Nacham, H. Yu, T. Li, M.M. Yamsek, D.R. Ronning, J.L. Anderson, Anal. Chem., 

2015, 87, 1552. 
[40] L. Vidal, M.L. Riekkola, A. Canals, Anal. Chim. Acta., 2012, 715, 19. 
[41] , Talanta, 2016, 

159, 222. 
[42] T. Chatzimitakos, C. Stalikas, Separations, 2017, 4, 14. 
[43] X. Cao, L. Shen, X. Ye, F. Zhang, J. Chen, W. Mo, Analyst, 2014, 139, 1938. 
[44] M.-Q. Cai, J. Su, J.-Q. Hu, Q. Wang, C.-Y. Dong, S.-D. Pan, M.-C. Jin, J. Chromatogr. A, 2016, 

1459, 38. 
[45] M. Sun, Y. Bu, J. Feng, C. Luo, J. Sep. Sci., 2016, 39, 375. 
[46] X. Zhou, Y. Zhang, Z. Huang, D. Lu, A. Zhu, G. Shi, Sci. Rep., 2016, 6, 38417. 
[47] X. Xu, M. Zhang, L. Wang, S. Zhang, M. Liu, N. Long, X. Qi, Z. Cui, L. Zhang, Food Anal. 

Methods, 2016, 9, 1696. 
[48] D. Xiao, D. Yuan, H. He, C. Pham-Huy, H. Dai, C. Wang, C. Zhang, Carbon, 2014, 72, 274. 
[49] H. Chen, Y. Yuan, C. Xiang, H. Yan, Y. Han, F. Qiao, J. Chromatogr. A, 2016, 1474, 23. 
[50] M. Luo, D. Liu, L. Zhao, J. Han, Y. Liang, P. Wang, Z. Zhou, Anal. Chim. Acta., 2014, 852, 88. 
[51] M. Serrano, T. Chatzimitakos, M. Gallego, C.D. Stalikas, J. Chromatogr. A, 2016, 1436, 9. 
[52] M. Pei, Z. Zhang, X. Huang, Y. Wu, Talanta, 2017, 165, 152. 
[53] 80, 250. 
[54] X. Huang, L. Chen, D. Yuan, S. Bi, J. Chromatogr. A, 2012, 1248, 67. 
[55] L. Chen, X. Huang, Y. Zhang, D. Yuan, J. Chromatogr. A, 2015, 1403, 37. 
[56] R. Nayebi, G. Daneshvar Tarigh, F. Shemirani, Sci. Rep., 2019, 9, 11130. 
[57] M. Tian, H. Yan, K.H. Row, Anal. Lett., 2009, 43, 110. 
[58] W. Bi, M. Tian, K.H. Row, Phytochem. Anal., 2010, 21, 496. 
[59] F. Zhao, Y. Meng, J.L. Anderson, J. Chromatogr. A, 2008, 1208, 1. 
[60] M. Tian, W. Bi, K.H. Row, J. Sep. Sci., 2009, 32 ,4033. 
[61] liszan, M.W. Wong, B. Buszewski, Chem. 

Rev., 2019, 119, 3674. 

564 SK   
   



 

 565
  

 
[62] Chromatogr., 1998, 21, 267. 
[63] G. Fang, J. Chen, J. Wang, J. He, S. Wang, J. Chromatogr. A, 2010, 1217, 1567. 
[64] W. Bi, J. Zhou, K.H. Row, Talanta, 2011, 83, 974. 
[65] M. Tian, H. Yan, K.H. Row, J. Chromatogr. B, 2009, 877, 738. 
[66] M. Tian, K.H. Row, Chromatographia, 2011, 73, 25. 
[67] H. Zhang, K.H. Row, J. Carbohydr. Chem., 2014, 33, 225. 
[68] H.M. Marwani, E.M. Bakhsh, Am. J. Anal. Chem., 2013, 4, 8. 
[69] L. Vidal, J. Parshintsev, K. Hartonen, A. Canals, M.-L. Riekkola, J. Chromatogr. A, 2012, 1226, 

2. 
[70] M. Li, P.J. Pham, T. Wang, C.U. Pittman, T. Li, Bioresour. Technol., 2009, 100, 6385. 
[71] in press. 

 
18 maja 2020 r. 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


