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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.

Keywords: sample preparation, oligonucleotides, ionic liquids, adsorbents
Stowa kluczowe: przygotowanie probek, oligonukleotydy, ciecze jonowe,

adsorbenty
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GO
IL
IPR

LLE
LNA
MIL
siRNA
SPE
SPME

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— tlenek grafenu (ang. Graphene Oxide)

— ciecz jonowa (ang. lonic Liquid)
—odczynnik do tworzenia par jonowych (ang. lon Pair

Reagent)

— ekstrakcja ciecz-ciecz (ang. Liquid-Liquid Extraction)

— zablokowany kwas nukleinowy (ang. Locked Nucleic Acid)
— magnetyczna ciecz jonowa (ang. Magnetic lonic Liquid)

— maly interferujacy RNA (ang. small interfering RNA)

— ekstrakcja do fazy stalej (ang. Solid-Phase Extraction)

— mikroekstrakcja do fazy
Microextraction)

statej

(ang. Solid Phase
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WPROWADZENIE

Oligonukleotydy to biopolimery, bedace fragmentami kwasow nukleinowych.
Moga wystgpowa¢ naturalnie, ale rowniez syntezowane sa celem szerokiego
zastosowania. Zwiazki te sa obiektem badan, jako potencjalny czynnik diagnostyczny
(mikroRNA) czy terapeutyczny (oligonukleotydy antysensowne) [1,2].

Oznaczanie oligonukleotydow jest istotnym zadaniem w kontekscie badan
klinicznych 1 potencjalna metoda diagnostyczna. Najczgsciej wykorzystywana w tym
celu technika jest chromatografia cieczowa [3]. Ze wzgledu na to, Zze sa one czesto
oznaczane w zfozonych matrycach stosowane sa rézne metody przygotowania probek.
Procedura przygotowania probki powinna ona by¢ mozliwie prosta i zapewnic¢
maksymalny odzysk analitu. Najpopularniejsze techniki oczyszczania probek
oligonukleotydow to stracanie bialek, trawienie enzymatyczne, ekstrakcja ciecz-ciecz
i ekstrakcja do fazy stalej [4]. Stosowane dotychczas metody przygotowania probek
posiadaja swoje wady, m.in. niskie wartosci odzysku, czasochtonno$¢ czy niska
selektywnos$¢. Z tego wzgledu koniecznym wydaje sie poszukiwanie nowych
materialow do ekstrakcji oligonukleotydow do fazy stalej. Obiecujacym w tym temacie
jest zastosowanie adsorbentow ze zwiazanymi na powierzchni czasteczkami cieczy
jonowych.

Ciecze jonowe to substancje w stanie ciektym skladajace si¢ wylacznie z jonow:
rozbudowanego organicznego kationu oraz nieorganicznego lub organicznego anionu
[5]. Ze wzgledu na swoja réznorodno$¢ ciecze jonowe charakteryzuja si¢ niezwykle
wielorakimi wiasciwos$ciami. Sa one wykorzystywane w réznych dziedzinach nauki,
w tym takze w chemii analitycznej: technikach separacyjnych czy przygotowaniu
probek [6].

Adsorbenty modyfikowane czasteczkami cieczy jonowych tacza zalety stalego
nosnika i cieczy jonowej. Modyfikowane sa takie materiaty jak krzemionka, nosniki
polimerowe, weglowe czy nanoczastki magnetyczne. Ich odpowiedni dobor pozwala na
uzyskanie duzej pojemnosci sorpcyjnej, selektywnosci oraz zastosowanie ich do
oczyszczania i zatezania analitow ze ztozonych probek [7].

1. PRZEGLAD METOD PRZYGOTOWANIA PROBEK
OLIGONUKLEOTYDOW

Oligonukleotydy zbudowane s3 z monomeréw, zwanych nukleotydami. Na
pojedynczy oligonukleotyd sktada si¢ kilkanascie do kilkudziesigciu tych
podstawowych jednostek, podczas gdy do budowy jednej nici kwasu nukleinowego
potrzebnych jest ich kilka miliardéw. Nukleotydy to estry fosforanowe
nukleozyddéw, ktore zbudowane sg cukru z grupy pentoz (rybozy lub deoksyrybozy)
oraz zasady azotowej [8]. Podobnie jak w kwasach nukleinowych,
w oligonukleotydach monomery lacza si¢ ze soba wigzaniem 3°,5’-fosfodiestro-
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wym. Anion ortofosforanowy taczy si¢ z grupami hydroksylowymi w pozycji 3’
jednej pentozy i 5° drugiej tworzac w ten sposob ujemnie natadowany rdzen
fosfocukrowy, do ktérego przytaczone sg zasady azotowe (Rysunek 1) [8].
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Rysunek 1. Fragment struktury oligonukleotyddéw i wybrane modyfikacje chemiczne
Figure 1. Fragment of a structure oligonucleotide and selected chemical modifications

Naturalnie wystepujace oligonukleotydy petnig rozne funkcje biologiczne.
Przede wszystkim sg prekursorami kwaséw nukleinowych i produktami posrednimi
ich degradacji. Wplywaja na przebieg wielu szlakéw reakcji biologicznych. Mozna
je takze stosowaé jako startery do sekwencjonowania DNA. Wazng grupa
naturalnie wystepujacych oligonukleotydéw sa mikroRNA, ktoére peinig funkcje
regulujacg i maja istotne znaczenie dla onkogenezy. Sa badane pod katem
diagnostycznym.

Naturalnie  wystepujace oligonukleotydy s3a nietrwale w ukladach
biologicznych. Aby zwigkszy¢ ich chemiczna stabilno$¢ syntezuje sie
oligonukleotydy, ktoérych struktura jest zmodyfikowana [9]. Moga by¢ to zmiany
w obregbie zaréwno grupy fosforanowej (np. oligonukleotydy tiofosforanowe),
cukru (np. 2°-O-metylo DNA) i zasad azotowych (Rysunek 1) [10]. Chemicznie
zmodyfikowane oligonukleotydy moga komplementarnie wigza¢ sie ze
specyficznym fragmentem mRNA i tym samym blokowa¢ biosynteze biatek.
Proces ten zostal wykorzystany w terapii antysensownej, stosowanej w leczeniu
m.in. chorob  metabolicznych, zapalnych, zakaznych, neurologicznych
i nowotworowych [11]. Poza terapeutycznym wykorzystaniem syntetycznych
oligonukleotydoéw, stosowane sg one takze jako sg startery w reakcji tancuchowej
polimerazy, sondy oraz mikromacierze [12].
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Oznaczanie oligonukleotydéw antysensownych, jak i ich metabolitow jest
niezbednym elementem badan klinicznych. Pozwalaja one oceni¢ czystos¢, ale
takze dostarczaja informacji o aktywnosci leku. Oligonukleotydy zwykle oznaczane
sa w zlozonych matrycach biologicznych. Przed chromatograficzng analiza
niezbedne jest ich oczyszczenie [4]. Ekstrakcja analitu z matrycy biologicznej jest
pierwszym krokiem we wszystkich metodach bioanalitycznych. Etap ten ma na celu
przede wszystkim usunigcie zwigzkow przeszkadzajacych, ale takze zatezenie
analitu. Najczgsciej stosowanymi technikami przygotowania probek w analizie
omawianych zwigazkdw sa: strgcanie biatek, trawienie enzymatyczne, ekstrakcja
ciecz-ciecz oraz ekstrakcja do fazy stalej [4].

Oligonukleotydy wykazuja duze powinowactwo do biatek. Pozwala to na
dystrybucje lekow antysensownych w organizmie, ale skutecznie utrudnia analizg
tych zwigzkéw. Wszystkie stosowane metody ekstrakcji powinny umozliwi¢
usunigcie biatek z probki. Najprostsza technika uzywanag w tym celu jest stracanie
biatka za pomoca metanolu, octanu amonu lub acetonitrylu [4]. Jest ona stosowana
do prébek osocza i homogenatéw tkanek [13,14]. Uzyskane w tej technice wartosci
odzysku zwykle sa niskie, co spowodowane jest niskim stg¢zeniem
oligonukleotydéw i ich wspdtstracaniem z biatkami. Wydajnos¢ tej metody zalezy
od wielkosci i dlugosci sekwencji oligonukleotydow [15].

Rozktad enzymatyczny jest kolejng technikg przygotowania prébek
oligonukleotydow do analizy. Polega na enzymatycznym rozktadzie biatek do
aminokwaséw z udzialem proteinazy K. Technika ta znalazta zastosowanie
W oczyszczaniu probek osocza czy komérek nowotworowych zawierajacych siRNA
[16,17]. Rozklad enzymatyczny bialek nie jest jednak kompleksowa metoda
oczyszczania probek oligonukleotydow. Ta technika pozwala usuna¢ jedynie
biatka. Aby probke oczysci¢ z innych zwigzkéw nalezy uzyé dodatkowych etapdw
przygotowania probki [4].

Ekstrakcja ciecz-ciecz (ang. LLE, Liquid-Liquid Extraction) jest popularng
i szeroko stosowang technikg przygotowania probek w chemii analitycznej, takze
w bioanalityce [4]. W przypadku przygotowania probek oligonukleotydow za
pomoca LLE stosuje sie mieszaning fenolu i chloroformu z dodatkiem alkoholu
izoamylowego [4]. Technika ta zostata z powodzeniem zastosowana do ekstrakcji
oligonukleotydéw z homogenatéow roznych tkanek czy osocza réznych gatunkéw
zwierzat [4,18,19]. Uzyskiwane wartosci odzyskoéw mieszczg sie w granicach 80-
95% [4,18,19]. LLE w analizie oligonukleotydow mozna stosowaé, jako prosta,
jednoetapowa metodg lub taczy¢ ja z innymi technikami oczyszczania probek [4].
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1.1. EKSTRAKCJA DO FAZY STALEJ

Ekstrakcja do fazy statej (SPE, ang. Solid Phase Extraction) jest technika
szeroko stosowang do ekstrakcji, oczyszczania i zatezania oligonukleotydow
z probek biologicznych. Sg to polarne, anionowe zwiazki, dlatego tez najczgsciej
stosowane sa dwa tryby: par jonowych i wymiany jonowe;j [4].

W trybie par jonowych stosowane sa adsorbenty hydrofobowe, zaréwno
modyfikowana krzemionka, jak i polimery [4, 20-25]. Wykorzystywanymi sa:
Oasis HLB®, SDVB, zel krzemionkowy modyfikowany grupami alkilowymi (C18,
C8, C2) czy fenylowymi [4, 20-25]. Aby umozliwi¢ adsorpcje oligonukleotyddéw
adsorbent poddaje si¢ dynamicznej modyfikacji odczynnikiem do tworzenia par
jonowych (IPR, ang. lon-Pair Reagent). Najczesciej jest to sol alkiloaminy, ktora
kondycjonuje si¢ zloze przed naniesieniem na nie prébki. Sprotonowana amina
adsorbowana jest na powierzchni hydrofobowej fazy stalej tworzac rodzaj
dynamicznego, stabego wymieniacza jonowego. Moze on elektrostatycznie
oddziatywa¢ z anionowym oligonukleotydem. Jednoczesnie, polarny analit
z alkiloaming tworzy par¢ jonowa, ktora dzigki hydrofobowej grupie alkilowej jest
zatrzymywana na powierzchni niepolarnego adsorbentu [4].

Jako IPR stosowane sg m.in. wodorosiarczan tetrabutyloaminy oraz
mieszaniny 1,1,1,6,6,6-heksafluoroizopropanolu z trietyloaming, tetrabutyloamina,
heksyloaming i dimetylobutyloaming [20-22,25]. Dilugi tancuch alkiloaminy
pozwala skutecznie zatrzymac oligonukleotyd, lecz zastosowanie np. heksyloaminy
moze utrudnia¢ pdzniejsza elucje tego analitu ze ztoza [20, 21]. W etapie
wymywania zaadsorbowanego zwiazku ze ztoza stosowane sg mieszaniny IPR
i rozpuszczalnika organicznego. Na wartosci odzysku najwiekszy wptyw majg pH
tego roztworu i duza (50-90%) zawarto$¢ procentowa rozpuszczalnika
organicznego [20-22]. SPE w trybie par jonowych stosowane jest do ekstrakcji
oligonukleotydéw o réznych modyfikacjach chemicznych, m.in. tiofosforanowych
czy 2’-O-(metoksyetylowych) [4, 20-25]. Technika ta jest stosowana do izolacji
i oczyszczania tych zwiazkéw z prébek osocza, moczu, homogenatéw tkanek [4,
20-25]. Uzycie IPR w ekstrakcji oligonukleotydow wydluza etap przygotowania
probek, ze wzgledu na dhlugi czas kondycjonowania ztoza. Uzyskiwane wartosci
odzysku zwykle mieszczg sie¢ w granicach 65-90%, jednak silnie zalezg od
wlasciwosci adsorbentu i analitu [4, 20-25].

W trybie wymiany jonowej stosowanej do ekstrakcji oligonukleotydow
antysensownych wykorzystywane sa glownie polimerowe adsorbenty ze
zwigzanymi  grupami  obdarzonymi  ladunkami  dodatnimi.  Retencja
oligonukleotydéw jest mozliwa dzigki oddziatywaniom elektrostatycznym miedzy
tymi grupami, a ujemnie naladowanym flafcuchem fosforocukrowym [4].
Stosowane sa komercyjnie dostepne adsorbenty, takie jak Clatiry OTX® i Oasis
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WAX® [4, 26-29]. Anality nanoszone sg na zloze w roztworze buforu o niskim pH
(5,5), ktore umozliwia ich wigzanie. Do elucji oligonukleotydow z kolumienki
stosuje sie bufory o wysokim pH (9,5) w mieszaninie z rozpuszczalnikiem
organicznym (acetonitryl i tetrahydrofuran) [4,26-29]. pH roztworu uzywanego do
elucji jest czynnikiem krytycznym w uzyskaniu wysokich wartosci odzysku [26].
SPE w trybie wymiany jonowej stosowany jest do ekstrakcji oligonukleotyddéw
antysensowych z probek biologicznych, takich jak osocze i tkanki matp, szczuréw
i ludzi [4,26-29]. Wartosci odzyskow dla tych zwigzkéw mieszcza si¢ z zakresie
70-80% [26]. Podobnie jak w przypadku trybu par jonowych uzyskanie
zadowalajacych wartosci odzysku wymaga starannej optymalizacji parametréw
ekstrakcji. W trybie wymiany jonowej czgsto wykorzystywane sg wysokie stezenia
soli do elucji zwigzkdw, co moze utrudnia¢ analiz¢ otrzymanych probek.

SPE moze by¢ stosowana jako pojedyncza technika przygotowania probki,
jednak czesciej jest jednym z etapodw zlozonych procedur. Bez wstgpnego
oczyszczenia za pomoca rozkladu enzymatycznego czy LLE mieszaning
fenol/chloroform uzyskiwane sa niskie wartosci odzysku lub ektrakcja jest
niemozliwa. Kluczowym jest odpowiedni dobdr adsorbentu, poniewaz od jego
wlasciwosci i wilasciwosci analitu zalezy efektywno$¢ ekstrakcji. Ponadto bez
optymalizacji, wartosci odzysku sa niskie. Wada obu trybéw ekstrakcji sg uzywane
odczynniki. IPR wydluzajg czas przeprowadzenia etapu przygotowania probki,
a tryb wymiany jonowej wykorzystuje czesto wysokie stezenia soli. Nalezy
poszukiwa¢ nowych materialtéw, ktore mozna wykorzystaé w ekstrakcji
oligonukleotydow. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci przydatnym w tym celu moze
okaza¢ si¢ zastosowanie adsorbentow ze zwigzanymi czasteczkami cieczy
jonowych.

2. CIECZE JONOWE

Ciecze jonowe (ILs, ang. lonic Liquids,) to zwigzki organiczne, ktdre
charakteryzuja si¢ budowg jonows, jednak niektore definicje podajg dodatkowo
zakres temperaturowy, w ktérej substancja musi mie¢ posta¢ ciekla, zeby by¢
uznana za ciecz jonowa, np. ponizej 100 °C, ale nie jest to konieczne. ILs, ktérych
temperatura topnienia wynosi mniej niz 30 °C nazywane sg niskotemperaturowymi
cieczami jonowymi (RTIL, ang. Room-Temperature lonic Liquids) [30].

Réznorodnos¢ budowy jonow stosowanych w syntezie ILs pozwala na
utworzenie wielu kombinacji kation-anion. Szacuje sie, ze mozna utworzyé az 10'®
réznych ILs. Praktycznie nieograniczone mozliwosci i wielki potencjal badawczy
sa jednymi z powoddéw intensywnego zainteresowania naukowcoéw tymi
substancjami [5]. Innym, réwnie waznym powodem sa niezwykle wiasciwosci
cieczy jonowych. Kazde potgczenie dwoch roznych jondw w IL powoduje otrzyma-
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nie produktu o innych wlasciwosciach. Dzigki temu mozna stworzy¢ substancje
o pozadanych cechach [5].

2.1. BUDOWA I WEASCIWOSCI

ILs to obojetne pary jonowe skladajace sig z rozbudowanego
i niesymetrycznego kationu organicznego i anionu, zwykle o niewielkich
rozmiarach. Kation w swojej strukturze zawiera atomu azotu, fosforu, siarki lub
tlenu. Dodatni tadunek czasteczki jest spowodowany obecnos$cig czwartorzgdowego
atomu azotu lub fosforu. Istnieja réwniez sulfoniowe i oksoniowe ILs, w ktorych
tadunek dodatni znajduje si¢ na trzeciorzedowym atomie siarki lub tlenu [5]. Do
syntezy najczgsciej wykorzystywanych ILs stosuje sie gléwnie heterocykliczne
kationy: N,N’-dialkiloimidazoilowy i N-alkilopirydyniowy.

ILs charakteryzujg si¢ niskimi wartosciami preznosci par. Poniewaz nie
emitujg toksycznych par do $rodowiska i sg dobrymi rozpuszczalnikami dla
zwigzkow organicznych, coraz czgsciej zastepuja klasyczne rozpuszczalniki
organiczne [5].

Wigkszos$¢ z ILs posiada niska temperaturg topnienia. Wartos¢ ta zalezy m.in.
od rozkladu tadunku w jonach, symetrii jondw i mozliwosci tworzenia wigzan
wodorowych [31]. Niskie wartosci temperatur topnienia i wysokie wartosci
temperatur rozktadu ILs sa przyczyng szerokiego zakresu temperatur, w ktorym ILs
pozostajg cieczami. Zaden klasyczny rozpuszczalnik nie jest ciecza w tak duzym
zakresie temperatur, jak ILs. Rozpuszczalno$¢ tych zwigzkow w wodzie lub
rozpuszczalnikach organicznych jest silnie skorelowana z ich temperaturami
topnienia [32].

ILs sg uznawane za rozpuszczalniki polarne. Wlasciwos¢ ta dla popularnych,
dialkiloimidazoliowych ILs jest zblizona do nizszych alkoholi. Ro$nie ona wraz ze
skroceniem podstawionych tancuchow alkilowych oraz zmniejszaniem rozmiardw
anionu [33,34]. Ze wzgledu na budowe jonowa ILs mogg przewodzi¢ prad
elektryczny. Stosowane sa jako elektrolity i modyfikatory elektrochemiczne. Zakres
przewodnictwa cieczy jonowych waha sie od 0,1 do 20 mS [33].

Gestos¢ ILs zalezy przede wszystkim od dlugosci tancucha alkilowego
kationu. Im wiecej atomow wegla znajduje sie w tancuchu alkilowym, tym nizsza
jest gestos¢. Dla RTIL gestos¢ zwykle jest wyzsza niz gestos¢ wody i wynosi okoto
1,0-1,6 grem™ [33]. Lepkos¢ RTIL jest natomiast wyzsza niz lepkos¢ wody
i rbwniez prawie dwa razy wieksza niz lepkos¢ rozpuszczalnikow organicznych. Jej
wartosci zblizone sg do wartosci charakteryzujacych oleje [33]. Omawiana grupa
zwiazkdw nalezy do nielotnych i niepalnych. Jednak zapaleniu moga ulegaé
produkty ich rozktadu, np. pochodne imidazolu [33, 35].
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2.2. ZASTOSOWANIE W EKSTRAKCJI KWASOW NUKLEINOWYCH

Ciecze jonowe dzigki réznym, nietypowym wilasciwosciom znalazty
zastosowanie w wielu dziedzinach nauki, m.in. farmacji, biotechnologii, ekstrakcji
rozpuszczalnikiem, elektrochemii, syntezie organicznej, katalizie, a takze
w technikach separacyjnych i przygotowaniu probek [5,36]. Mozna je stosowac
jako modyfikatory powierzchni chromatograficznych faz stacjonarnych, dodatki do
fazy ruchomej lub elektroosmotyczne modyfikatory przeptywu. Powleka si¢ nimi
takze sciany kapilary w elektroforezie kapilarnej i micelarnej chromatografii
elektrokinetycznej [36,37]. Stosowane sa w LLE prostych kationow
nieorganicznych, ale takze wielu zwiazkow organicznych i bioczasteczek. Wsrdd
nich znajdujg si¢ kwasy nukleinowe i syntetyczne oligonukleotydy.

Wang i wspotpracownicy [38] do ekstrakcji DNA za pomoca LLE
wykorzystali heksafluorofosforan 1-butylo-3-metyloimidazoliowy, ktory stabo
miesza si¢ z wodg. W trakcie ekstrakcji prawdopodobnie powstaja addukty
pomiedzy grupami fosforanowymi kwasu nukleinowego, a kationem 1-butylo-3-
metyloimidazoliowym i w tej postaci czasteczka ekstrahowana jest do fazy
organicznej. Pomimo prostoty i duzej wydajnosci ekstrakcji DNA do IL, nadal
wystepuja problemy z odzyskaniem analitu z fazy organicznej [38].

Anderson i  wspotpracownicy [39] do ekstrakcji  syntetycznych
oligonukleotydéw, podwdjnych nici DNA i DNA tososia zastosowali magnetyczne
ciecze jonowe (MIL, ang. Magnetic lonic Liquids). MIL to grupa zwigzkdéw, ktore
poza wiasciwosciami klasycznych ILs wykazuje silne oddziatywanie z polem
magnetycznym. Autorzy zastosowali dwie techniki ekstrakcji [37]. Pierwsza
polegata na zawieszeniu kropli MIL na precie magnetycznym, a druga na
wytrzasaniu probki z MIL i umieszczeniu préobki w polu magnetycznym w celu
separacji faz. Wydajnos$¢ ekstrakcji zalezata od rodzaju MIL i analitu, co pozwala
na dostosowywanie MIL do potrzeb ekstrakcji danej czasteczki DNA i zwigkszenie
jej selektywnosci. Oligonukleotydy odzyskiwano przez rozpuszczenie MIL
w roztworze octanu potasu i oczyszczenie na sorbencie krzemionkowym,
a nastgpnie stragcenie oligonukleotydow etanolem. Warto$¢ odzysku DNA tososia
wynosita 57 £ 6% [39].

Duza lepkos¢ 1Ls moze znacznie utrudnia¢ separacje faz w LLE. Zastosowanie
MIL utatwia ten proces, jednak nadal duzym problemem pozostaje czgSciowa
rozpuszczalno$¢ IL, ktéra utrudnia a nawet uniemozliwia analizg
oligonukleotydéw. Rozwigzaniem moze by¢ zastosowanie SPE z uzyciem
adsorbentéw ze zwigzanymi czasteczkami ILs.
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3. SYNTEZA I ZASTOSOWANIE ADSORBENTOW ZE ZWIAZANYMI
CZASTECZKAMI CIECZY JONOWYCH

Wiele badan koncentruje si¢ na kowalencyjnym unieruchomieniu ILs na
powierzchni réznych typéw adsorbentéw. W ten sposob przestaja by¢ one ciecza,
ale zachowuja wiele charakterystycznych wiasciwosci [40]. Materiaty
modyfikowane ILs, takie jak krzemionka, nos$niki polimerowe, nanoczasteczki
magnetyczne lub nanorurki weglowe od lat z powodzeniem sg stosowane do
ekstrakcji roznych zwigzkéw chemicznych [41].

3.1. ADSORBENTY WEGLOWE

W technikach ekstrakcyjnych zastosowanie znalazty rézne rodzaje materiatow
weglowych: fullereny, nanorurki weglowe, nanowtokna, nanorogi i grafen [42].
Materiaty te, funkcjonalizowane ILs, wykorzystywane sg do ekstrakcji réznych
zwiazkéw: pochodnych benzenu i fenolu [43-45], ftalanow [46], barwnikdéw
[47,48], tiochromanonow [49], herbicydow [50], steroidow i B-blokerow [51].
Najczesciej sg to probki srodowiskowe [43—45,50,51], ale takze zywnosci [47],
polimeréw [46] i biologiczne [48,49]. Wartosci odzysku analitéw przy uzyciu
materiatow weglowych modyfikowanych ILs zalezag gléwnie od polarnosci
zwigzkow i sa wyzsze dla zwigzkow bardziej polarnych. Zwykle mieszcza sie
w granicach 80-100%. Sa to wartosci pordwnywalne, lub nawet wyzsze niz te
uzyskiwane przy zastosowaniu innych adsorbentow [46, 47, 51].

Niezmodyfikowane adsorbenty weglowe nie posiadajg grup funkcyjnych na
powierzchni i ich modyfikacja moze polegac jedynie na niekowalencyjnej adsorpcji
IL na powierzchni [41]. Testowano wplyw struktury kationow IL, ktérymi
pokrywano nanorurki weglowe na wartosci odzyskow [45]. Uzyto trzech
popularnych zwigzkow: heksafluorfosforan butylo-, heksylo- i oktyloimidazoliowy.
Najnizsze warto$ci odzysku uzyskano dla IL z najdluzszym tancuchem alkilowym.
Jego dlugos¢ moze mie¢ niekorzystny wplyw na zdolno$é¢ przenoszenia masy.
Najlepsze wyniki uzyskano dla ILs z tancuchem butylowym [47].

Duzo wieksze mozliwosci modyfikacji dajg materialy weglowe
modyfikowane, takie jak tlenek grafenu (GO, ang. Graphene Oxide). Umozliwiaja
one kowalencyjne przylaczenie ILs do powierzchni. Przykladowo, powierzchnia
GO zostala zmodyfikowana przez reakcje amidowania, zachodzacg pomiedzy
grupami aminowymi IL, a grupami karboksylowymi GO (Rysunek 2). Shi
i wspdtpracownicy [46] poréwnali wptyw kationu IL i przeciwjonu na wartosci
odzyskow  analitow  (ftalanéw). GO  modyfikowany byt  bromkami
i bis(trifluorometylosulfonylo)imidkami 1-aminoetylo-3-metyloimidazoliowymi
i 1-aminopropylo-3-metyloimidazoliwymi. Zaréwno przeciwjon jak i dlugosé
fancucha alkilowego miaty wpltyw na wydajnos¢ ekstrakcji. Diuzszy tancuch
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i wigkszy, bardziej hydrofobowy anion pozwalaly uzyska¢ mniejsze wartosci
odzysku [46]. Tendencje sa podobne do tych zaobserwowanych przy
niekowalencyjnej modyfikacji materialdéw weglowych, zatem sa niezalezne od
sposobu modyfikacji [46,50]. Omawiane adsorbenty charakteryzujg si¢ ponad
dziewieciokrotnie wigksza pojemnoscia sorpcyjna niz niezmodyfikowany GO.
Zastosowanie ich do przygotowania probek pozwolito na zwigkszenie czutosci
metody analitycznej wzgledem dotychczas prezentowanych w literaturze wynikow
[46].
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Rysunek 2. Sposob modyfikacji powierzchni tlenku grafenu cieczami jonowymi (na podstawie [46])
Figure 2. Modification of the graphene oxide surface with ionic liquids (based on [46]).

Materialy weglowe modyfikowane ILs charakteryzuje wiele zalet. Poza
wysokimi wartosciami odzysku umozliwiajg uproszczenie procedur ekstrakcji
i skrocenie jej czasu. Niestety, materialy te moga by¢ podatne na destabilizacje
struktury i zmiane wlasciwosci mechanicznych.

3.2. ADSORBENTY POLIMEROWE

Materialy polimerowe majg kilka zalet, ktére mogg je wyroznia¢ wobec innych
materialow stosowanych w SPE. Charakteryzujg sie wigksza gestoscia pokrycia
grupami funkcyjnymi i szerszym zakresem stabilnosci w zaleznosci od pH
w poréwnaniu z adsorbentami syntezowanymi na bazie krzemionki. Ich
wiasciwosci moga by¢ polepszone dzieki ich modyfikowaniu czasteczkami ILs.

Polimerowe adsorbenty z wbudowanymi ILs mogg by¢ syntezowane na dwa
sposoby (Rysunek 3). Pierwszy to modyfikacja powierzchni polimeru (Rysunek
3A), drugi to polimeryzacja polimeryzowalnej IL (Rysunek 3B).
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Rysunek 3. Sposoby syntezy polimerowych adsorbentow z wbudowanymi czasteczkami cieczy jonowych
(na podstawie [52, 53])

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

Polimerowe adsorbenty ze zwigzanymi ILs sg stosowane do ekstrakcji prostych
aniondéw nieorganicznych [54-56], ale takze wielu zwigzkéw organicznych, m.in.
farmaceutykéw [53], zwigzkéw endokrynnie czynnych [52], zwigzkow naturalnych
[57, 58], czy estrow [59]. Najczesciej adsorbenty te wykorzystywane sa do
ekstrakcji z probek wodnych [52-56], ale takze produktéw spozywczych [56—59]
czy matryc biologicznych [52]. Polimery z wbudowanymi czgsteczkami ILs
upakowywane s3 do klasycznych kolumienek SPE [53,57,58], ale takze pokrywane
sa nimi widkna SPME [52, 59], wirujace masy sorpcyjne [54] i nanoczastki
magnetyczne [55, 56].

W strukturze tych adsorbentow istnieje tadunek dodatni, dlatego w przypadku
ekstrakcji aniondéw retencja opiera si¢ na oddzialywaniach elektrostatycznych. Do
elucji analitow stosowany jest odczynnik o duzej sile elucyjnej dla trybu wymiany
jonowej, np. roztwdr HNO; lub NaOH [54-56]. Wartosci odzysku z polimerowych
adsorbentéw modyfikowanych ILs zaleza od kwasowych wlasciwosci
ekstrahowanych zwigzkow. Zwiazki zasadowe sg zwykle eluowane w etapie
przemywania ztoza, a kwasowe (pK,<5) sa ekstrahowane z wysokimi wartosciami
odzysku (50-100%) [53].
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W przypadku ekstrakcji zwiazkow organicznych niejonowych retencja jest
mozliwa dzigki oddziatywaniom n i hydrofobowym [52]. W takich przypadkach do
elucji konieczne jest zastosowanie rozpuszczalnikow organicznych [52, 57, 60]. Wu
i wspolpracownicy [52] uzyskali wartosci odzysku zwigzkéw endokrynnie
czynnych z probek wody i moczu ludzkiego w granicach od 70,6% do 119%.
Uzyskane wartosci byly wieksze niz te uzyskane z zastosowaniem krzemionki
modyfikowanej grupami oktadecylowymi (C18) czy grafitowanego wegla [52].
Podobne wyniki uzyskali Tian i wspotpracownicy [57] dla kofeiny i teofiliny.

Zastosowanie polimerowych adsorbentéw ze zwigzanymi czasteczkami ILs do
ekstrakcji ma wiele zalet. Procedury sg proste. Materialy te zapewniaja wysokie
wartosci odzysku i powtarzalnos¢, efektywna ekstrakcje zwigzkéw kwasowych, ale
takze hydrofobowych. Moga by¢ wykorzystywane wielokrotnie, a uzyskiwane
wartosci odzyskéw sg porownywalne lub wyzsze z adsorbentami komercyjnie
dostepnymi [53, 57, 58].

3.2. ADSORBENTY KRZEMIONKOWE

Krzemionka jest modyfikowana ILs w r6znych celach, m.in. do zastosowania
w technikach separacyjnych i ekstrakcji [40, 61, 62]. Synteza omawianych
adsorbentéw moze odbywaé sie na dwa sposoby (Rysunek 4). W pierwszej
metodzie otrzymywany jest alkoksysilan ze zwigzang czasteczka IL, ktérym to
nastepnie modyfikowana jest powierzchnia aktywowanej krzemionki (Rysunek
4A). W innym podejsciu najpierw powierzchnia adsorbentu modyfikowana jest
alkoksysilanem, ktéry pdzniej modyfikowany jest do postaci IL (Rysunek 4B).
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Rysunek 4. Dwa sposoby modyfikacji powierzchni krzemionki metyloimidazoliowa ciecza jonowa (na
postawie [63, 64])
Figure 4. Two ways to modify the silica surface with methylimidazolium ionic liquid (based on [63, 64])
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Zakres stosowania adsorbentow krzemionkowych modyfikowanych ILs
obejmuje zwiazki naturalne [60,65—68], herbicydy [63], kwasy organiczne, amidy,
aldehydy i estry [64,69,70]. Uzywane sa do ekstrakcji gldwnie z materialow
roslinnych [60,65—68], ale takze probek wéd i gleb [63] czy aerozolu
atmosferycznego [69].

Adsorpcja wymienionych zwigzkow opiera si¢ gtdéwnie na oddziatywaniach
elektrostatycznych. Podobnie do polimerowych adsorbentéw, krzemionka
modyfikowana ILs znajduje zastosowanie w ekstrakcji zwigzkow kwasowych.
Vidal i wspdtpracownicy [69] przetestowali mozliwos¢ ekstrakcji grupy zwigzkow,
wsroéd ktérych oprocz kwaséw organicznych byly aldehydy i aminy. Warto$ci
odzyskow zwigzkoéw zasadowych i obojetnych byly niskie, zwykle ponizej 30%
[69]. Do elucji analitow kwasowych stosowane sg zwykle roztwory kwasow
(solnego lub octowego) z dodatkiem rozpuszczalnikoéw organicznych (metanolu lub
acetonitrylu). Wartosci odzyskow sg wysokie, powyzej 80% [60, 63—65, 69]. Co
ciekawe, w wielu przypadkach parametr ten jest wyzszy niz w przypadku
zastosowania C18 [60, 63, 66]. Na warto$¢ odzysku analitu moze mie¢ wptyw kilka
czynnikow. Jednym z nich jest rodzaj przeciwjonu. ILs z anionem chlorkowym sa
stosowane do zwigzkéw polarnych [60, 65—68]. Zmiana przeciwjonu zmienia
hydrofobowo$¢ adsorbentu, tym samym zmieniaja si¢ jego zdolnosci adsorpcyjne.
Zastgpienie  anionu  chlorkowego anionem pentafluorofosforowym lub
tetrafluoroboranowym umozliwia efektywna ekstrakcje zwiazkéw mniej polarnych
[63, 70].

Poza przeciwjonem na ekstrakcje moze mie¢ wptyw struktura IL. Row
i wspodtpracownicy [64] otrzymali trzy adsorbenty: krzemionke modyfikowana
imidazolem, I-metyloimidazolem i 2-etylo-4-metyloimidazolem. Zwigkszenie
ilosci grup metylowych przylaczonych do pierscienia imidazoliowego zwiekszato
hydrofobowo$¢ adsorbentu i zawade steryczng, a tym samym zmniejszalo jego
pojemnos$¢ sorpcyjng [64]. Vidal i wspdtpracownicy [69] z kolei poréownuja
podobne adsorbenty, ale zamiast modyfikacji 2-etylo-4-metyloimidazolem
zastosowali 3-(propylo-3-sulfonowo)imidazol. =~ Wydluzanie tancucha alkilowego
powodowalo niewielki wzrost wartosci odzysku analitow kwasowych. Najwyzsze
warto$ci uzyskano dla ostatniego adsorbentu. Ponadto grupa sulfonowa w jego
strukturze pozwolila na znaczace zwigkszenie wartosci odzyskéw w przypadku
analitéw o charakterze zasadowym.

Krzemionka modyfikowana ILs moze mie¢ szerokie zastosowanie
i niewatpliwie jest konkurencyjna wobec dotychczas stosowanych adsorbentow.
Uzyskiwane sa wysokie wartosci odzysku i dobra odtwarzalnos¢. Mozliwa jest
ekstrakcja z roznych matryc. Nalezy jednak pamigta¢é o ograniczeniach
wynikajacych z uzycia nosnika krzemionkowego, choéby wezszy zakres pH niz
w przypadku polimerow.
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3.4. ZASTOSOWANIE ADSORBENTOW ZE ZWIAZANYMI CZASTECZKAMI
CIECZY JONOWYCH DO EKSTRAKCJI OLIGONUKLEOTYDOW

Adsorbenty modyfikowane ILs zostaly w ostatnim czasie po raz pierwszy
zastosowane takze do ekstrakcji niemodyfikowanych i modyfikowanych
oligonukleotydéw [71]. Testowano trzy usieciowane poli(ciecze jonowe) (Rysunek
5), otrzymane w reakcji wolnorodnikowej polimeryzacji cieczy jonowych z grupg
winylowa i diwinylobenzenu. Dwie z nich bytly homologicznymi alkilopochodnymi
imidazolu (Rysunek S5A, 5B), a trzecia w swojej strukturze posiadata grupe
imidazoliowg i karboksylowa (Rysnuek 5C). Oligonukleotydy adsorbowane byly na
powierzchni tych no$nikéw z roztworéw o niskim pH = 4. Mozliwe jest to przede
wszystkim dzigki elektrostatycznemu przycigganiu dodatnio natadowanego
pierscienia imidazoliowego i ujemnie natadowanego fancucha fosforo-cukrowego
analitu. Mozliwe sa takze oddzialywania typu m, np. miedzy pierScieniami
aromatycznymi adsorbentu i zasad azotowych.
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Rysunek 5. Struktury adsorbentow wykorzystywanych od ekstrakcji oligonukleotydow
Figure 5. The structures of the adsorbents used for the extraction of oligonucleotides
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Doboru rozpuszczalnika do elucji dokonano przez przetestowanie wpltywu
réznych parametrow na warto$¢ odzysku analitu. Parametrami tymi byly: rodzaj
soli nieorganicznej i organicznej, rodzaj rozpuszczalnika organicznego, st¢zenie
i pH soli [71]. Dla adsorbentéw ze zwigzanymi alkiloimidazoliowymi ILs (Rysunek
5A, 5B) elucja mozliwa byla przy zastosowaniu wysokiego stezenia soli
nieorganicznej (NaClO4) w buforze o pH = 8,0 i 50% v/v dodatku metanolu.

W koficowej procedurze ekstrakcji zastosowano jednak poli(2-(1-
winyloimidazoliumylo)octan-co-diwinylobenzen (Rysunek 5C). Jego wypadkowy
fadunek powierzchniowy zalezny jest od pH dzigki zwigzanej grupie
karboksylowej. W wysokim pH fadunek pierscieni imidazoliowych jest
neutralizowany, a tadunek przypowierzchniowy staje si¢ ujemny. Umozliwia to
elektrostatyczne odpychanie analitu od adsorbentu i skuteczng desorpcj¢. Elucja
oligonukleotydéw roztworem 5 mM roztworu octanu amonu o pH = 9,5
W mieszaninie z metanolem w stosunku 50/50 v/v, pozwolila na uzyskanie wartosci
odzysku wyzszej niz 90% dla oligonukleotydow tiofosforanowych i z modyfikacja
2’-O-metoksylowa [71]. Dla modyfikacji 2’-O-(metoksyetoksylowej) i LNA
wartosci te byly nizsze, odpowiednio ok. 70 i 60%. Procedure z powodzeniem
zastosowano réwniez w przygotowaniu probek wzbogaconego oligonukleotydami
2’-O-metoksylowymi osocza ludzkiego. Uzyskane wartosci odzysku zwigzku
macierzystego i dwoch syntetycznych metabolitow miescily si¢ w zakresie 80-84%.

Co warte podkreslenia, procedura nie wymagata wczesniejszego
przygotowania probki za pomoca LLE mieszaning fenol/chloroform czy rozkladu
enzymatycznego biatek. Mimo to charakteryzowala si¢ wysokimi wartosciami
odzysku i odtwarzalnoscia [71]. W przeciwienstwie do trybu par jonowych nie
wymagata diugiego czasu kondycjonowania zloza. Zastosowanie adsorbentu,
ktérego tadunek przypowierzchniowy jest zalezny od pH pozwolito na skuteczng
desorpcje oligonukleotydow roztworami soli organicznych o niskim stezeniu. Jest
to przeciwienstwo do trybu wymiany jonowej, gdzie zwykle konieczne jest
zastosowanie wysokiego stg¢zenia nieorganicznych soli. Reasumujac opracowana
metoda ekstrakcji ma wiele zalet w poréwnaniu do stosowanych dotychczas i moze
by¢ z powodzeniem stosowana W rutynowym przygotowaniu probek
oligonukleotyddw.

UWAGI KONCOWE

Rosnace znaczenie terapeutyczne i diagnostyczne oligonukleotydéw wiaze sig
z rozwojem ich analityki, a jednoczesnie opracowywaniem nowych metod
przygotowania probek. Adsorbenty stosowane dotychczas w ekstrakcji tych zwiazkow
maja wady, ktore moga utrudniaé ich zastosowanie w praktyce laboratoryjne;j.

Prezentowane w literaturze wyniki badan sugerujg, ze obiecujacym podejsciem
w tej tematyce moze by¢ LLE z zastosowaniem ILs, jednak niemozliwe jest wykorzys-
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tanie jej do oczyszczania probek oligonukleotyddw przed analiza chromatograficzna.
Mozliwe jest natomiast zastosowanie adsorbentéw, ktore czasteczki ILs maja zwigzane
na powierzchni. Adsorbenty takie z powodzeniem zostaly zastosowane w przypadku
roznych analitéw, pozwalajac na uzyskanie wysokich wartosci odzysku, czesto wyzsze
niz z wykorzystaniem komercyjnie dostgpnych materiatow.

Wyniki najnowszych badan pokazuja, ze SPE z wykorzystaniem usieciowanych
poli(cieczy jonowych) moze by¢ konkurencyjna wzgledem dotychczas stosowanych
w przygotowaniu probek oligonukleotydow metod. Mozliwe jest uzyskanie wysokich
wartosci odzysku, odtwarzalnosci, a jednocze$nie nie wymagane jest taczenie tej
techniki z innymi, wstepnie oczyszczajacymi probke.
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