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ANOTACE

Tato bakalaiska prace je veénovana analyze nukleovych kyselin pomoci hmotnostni
spektrometrie. V prvni ¢asti je popsana struktura a vyznam DNA a RNA, také je poukazano
najejich strukturni a funkcni rozdily. Dalsi ¢ast popisuje bézné pouzivané metody izolace
nukleovych kyselin. Také jsou predstaveny separacni metody nukleovych kyselin a moznosti
spojeni s hmotnostni spektrometrii. Hlavni ¢ast je zaméfena na teoreticky tivod Kk hmotnostni
spektrometrii, ioniza¢ni techniky pouZzivané pii analyze nukleovych kyselin, hmotnostni
analyzatory a jejich mozna usporadani a moznosti detekce. Popsany jsou také konkrétni metody

analyz DNA a RNA pomoci hmotnostni spektrometrie.
KLICOVA SLOVA

nukleové kyseliny, nukleotid, DNA, RNA, separace, ionizace, analyza, hmotnostni

spektrometrie
TITLE
RNA and DNA analysis by mass spectrometry

ANNOTATION

This bachelor thesis is dedicated to the analysis of nucleic acids using mass spectrometry. In the
first part is described structure and significance of DNA and RNA, there are also pointed out
their structural and functional distinctions. Next part describes commonly used methods
of nucleic acids isolation. Either there are introduced separation methods of nucleic acids and
possible connections with mass spectrometry. Main part is focussed on theoretic introduction
to mass spectrometry, ionization techniques used to analysis of nucleic acids, mass analysers
and their possible setups and detection options. Particular methods of DNA and RNA analysis

using mass spectrometry are also described.
KEY WORDS

nucleic acids, nucleotide, DNA, RNA, separation, ionization, analysis, mass spectrometry
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

DNA — deoxyribonukleova kyselina

RNA — ribonukleova kyselina

SSDNA — DNA tvofena jednim fetézcem (single strand)
dsDNA — DNA tvofena dvéma fetézci (double strand)
oligopDNA - oligodeoxyribonukleova kyselina
oligoRNA — oligoribonukleova kyselina

NCRNA — nekddujici RNA

INCRNA — dlouha nekddujici RNA

MRNA — messenger/mediatorova RNA

tRNA — transferovd RNA

SNRNA — mala jaderna RNA

SiRNA — mala interferujici RNA

MiRNA — mikro RNA

pH — zaporny logaritmus aktivity vodikovych iontl
SDS — dodecylsiran sodny

EDTA — etylendiamintetraoctova kyselina

TE — Tris/EDTA (pufr)

CE — kapilarni elektroforéza

CZE — kapilarni zonova elektroforéza

LC — kapalinova chromatografie

HPLC — vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
UHPLC — ultra vysoce G¢inna kapalinova chromatografie
RPLC — kapalinova chromatografie na reverzni fazi
HILIC — hydrofilni interak¢ni kapalinova chromatografie

IP-RPLC — iontové-parova RPLC



HFIP — hexafluoro-2-propanol

MS — hmotnostni spektrometrie

m/z — pomér molekulové hmotnosti k jednotkovému naboji
MS/MS; MS" — tandemova hmotnostni spektrometrie

ESI — ionizace elektrosprejem

MALDI — desorp¢ni ionizace laserem za ti¢asti matrice
3-HPA — 3-hyroxypikolinova kyselina

APCI — chemicka ionizace za atmosférického tlaku

TOF — priletovy hmotnostni analyzator

QqQ — trojity kvadrupodl

FT-ICR — iontovéa cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci
FTO — s obezitou asociovany protein

SNPs — jedno-nukleotidové polymorfismy

RHD — gen kodujici RhD antigen

SRY — gen urcujici pohlavi na chromozomu Y

PCR — polymeréazova fetézova reakce



UvVOD

Existence nukleovych kyselin byla objevena jiz v devatenactém stoleti a S postupnym rozvojem
molekularni biologie ve dvacatém stoleti bylo také poukézano na jejich hluboky biologicky
vyznam, ktery vyustil v rozvoj analyza¢nich metod. V dnesni dobé jsou jiz nukleové kyseliny
rutinné analyzovany ve vSech molekularné biologickych laboratofich. Nukleové kyseliny je
mozné stanovit mnoha metodami, z nichZ nejznamé;jsi je dnes ziejmé polymerazova fetézova
reakce (PCR). Nicméné pozadavky na presnost, selektivitu, specifitu, rychlost a celkovou

ucinnost analyz nukleovych kyselin jsou stile zvySovany, proto se do popiedi dostavaji

alternativni metody vyuzivajici hmotnostni spektrometrie, které témto pozadavkim vyhovuji.

Hmotnostni spektrometrie poskytuje velmi pifesny a selektivni zplsob detekce
specifickych molekul zaloZeny na separaci iontti analytu podle poméru molekulové hmotnosti
a naboje. Vyuziva se V analyze jak anorganickych, tak organickych latek ¢i biomolekul.

Nicméné¢ kvalitni analyzu nukleovych kyselin umoznil az vyvoj Setrnych ioniza¢nich technik.

Pted jakoukoliv analyzou ¢i procesem je vSak vhodné nukleové kyseliny nejprve
izolovat a purifikovat. Nasledné¢ mohou byt podle potieby hydrolyzovany na kratsi tseky ¢i
separovany. Spojenim hmotnostni spektrometrie se specifickymi separa¢nimi metodami
elektroforézy ¢i kapalinové chromatografie se d4 dosdhnout velmi vysoké G¢innosti analyz,

umoznujicich jesté hlubsi nahled do struktury nukleovych kyselin.
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1. NUKLEOVE KYSELINY

Jsou makromolekularni latky tvofené polynukleotidovymi fetézci, patfi mezi biopolymery
a spolu s proteiny ptedstavuji zakladni slozky vSech zivych soustav, tedy vSech bunék i virt.
Jsou lokalizovany v jadrech ale i mimo jadro, jedna se o DNA a RNA, které slouzi k uchovani,

pfenosu a expresi genetické informace (Rosypal 2006).

1.1. Struktura nukleovych kyselin

Zakladni stavebni jednotkou je nukleotid, ktery je vzdy tvofen dusikatou heterocyklickou bazi,
pétiuhlikatou cukernou slozkou (pentosou) a zbytkem kyseliny fosfore¢né. Dusikatymi bazemi
jsou puriny (adenin, guanin) a pyrimidiny (cytosin, thymin, uracyl). Cukernou slozkou je bud’
2-deoxy-p-D-ribosa v piipadé kyseliny deoxyribonukleové (DNA) a B-D-ribosa v piipadé
ribonukleové kyseliny (RNA) (Stipek 1997, Rosypal 2006).

N \ N
D f|
e NH P

N
purin pyrimidin
HO HO_
“CH “CH, OH

|// \I |// \I
I | | I | |
H C—(I_‘,/H H (%—CIZIH

OH OH OH H

D-ribosa 2-deoxy-D-ribosa

HO—P——O0H
OH

kyselina fosforecna

Obr. 1 Zakladni stavebni slozky nukleotidu
Piejato a upraveno z: (Studium biochemie 2013)

13



NH, NH, T
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Adenln Cytosm Guanin Thymin Uracil

Obr. 2 Dusikaté baze
Pfejato a upraveno z: (Studium biochemie 2013)

Spojenim nukleové baze a sacharidu pomoci N-glykosidové vazby vznika nukleosid.
Nukleosidy mohou na zékladé¢ rotace kolem N-glykosidové vazby existovat ve dvou
konformacich — syn a anti (v pifirodé prevazuji). Dale spojenim nukleosidu a kyseliny
fosfore¢né vznika kompletni nukleotid. Oznacime-li pentosovy uhlik s N-glykosidickou
vazbou ¢islem 1, pak na uhliku ¢islo 5 je napojen zbytek kyseliny fosfore¢né fosfoesterovou

vazbou a na uhliku ¢islo 3 se tento nukleotid spojuje s dalSim nukleotidem fosfodiesterovou

vazbou (Bansal 2003).

Spojené nukleotidy vytvari polynukleotidové vlakno, pficemz potadi nukleotidd urcuje
primérni strukturu a zaroven genetickou informaci. Dvé polynukleotidovd vldkna vytvaii
nejcasteji pravotocivou dvousroubovici (sekundarni struktura), pti¢emz jsou vldkna uspotfaddana
antiparaleln€, coz znamen4, Ze polarita jednoho fetézce je opacna k polarit¢ druhého fetézce.
Timto jsou dané odlisné polarizované konce molekuly DNA — 3" konec (OH skupina pentosy)
a 5" konec (zbytek kyseliny fosfore¢né). Mezi vlakny dvousroubovice dochazi ke slabym
vazebnym interakcim, jimiz jsou vodikové mustky, které jsou asi 20 - 30X slabsi nez kovalentni
vazba. Vzdy je spojena purinova a pyrimidinova baze. Adenin je komplementarni ke thyminu
a jsou spojeny dvéma vodikovymi mustky. Cytosin je komplementarni ke guaninu a jsou
spojeny tfemi vodikovymi mustky. V RNA je vSak oproti DNA thymin nahrazen uracilem
(Bansal 2003; Rosypal 2006).

Komplementarita bazi - DNA Komplementarita bazi - RNA
H H
5-konec N—H ° = 3konec  5.konec N—H o . 3'-konec
A N
o OH O
o N H-N N o N HON N
0=P-0 b 0=P—0— N
o o N '\o/ o S o '\o/
oH J " oM o ./ H OH
| cytosi guani ¢~0-P=0 on Cytos guan HC-0-P=0
o o
‘ H o H o
O=P -0 CH, N N—H 0 Oy O0=P--0 CH, N N-—H Q
OH ) OH
N N HN N N HN
o 0 R
N N N N
\—/ o \—/ o 4
OH
o adenin tymin ~Noi M O OH ade N *
v v o

¥-konec Skonec  I-konec skonec

Obr. 3 Komplementarita bazi
Piejato a upraveno z: (Studium biochemie 2013)
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Primarni struktura DNA Primarni struktura RNA

5'-konec NH, NH,
N N ] /N N
| </ | ) adenin | < | ) adenin
o=p—o0-tw, NN 0=P—o0—tH, N W
m‘) 2 A 5 ’«‘) 4 1 o
g " | 3 zH N | -
i </| N)'t guanin | . </ | )\ guanin
o:o—o—’cu,o N NH, °=|P—°—°*‘z° NN S,
"o nﬁ }1 NH, HO ¢ i NH,
. S T
X SN
o | /L cytosin { OH | cytosin
| s
0=P—0—CH, I\ O 0=P—0—CH;, N~ o
HO # o HO ’ (i
ia 2 HyC P 2
i i NH
C|'b | "™ thymin | H | /& uracil
— F N So 0=P—0—C W20
0=P—0—C H,
| e [T
HO ¢ ! HO
3 2 3 2
0 O OH
3"-konec

Obr. 4 Primarni struktura DNA a RNA
Ptejato a upraveno z: (Studium biochemie 2013)

Obr. 5 Sekundarni struktura DNA
Piejato a upraveno z: (Studium biochemie 2013)
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Nejcastéjsim typem DNA je tzv. B-forma, ktera je pravotociva, ma zhruba 10 bazi
na zavit, baze tvori par vzdy v jedné roviné a na povrchu dvousroubovice se nachazi dva typy
zlabka (maly a velky). DalSim typem je A-forma, ktera je také pravotociva a ma 11 part bazi
na zavit. Poslednim biologicky vyznamnym typem je Z-forma, ktera je vsak levotociva, vytvari
se, pokud se ve Sroubovici objevi pravidelné opakovani bazi adeninu a thyminu. Pfechody mezi
jednotlivymi formami jsou zavislé na iontové sile prostfedi a také vlhkosti (Bansal 2003,

Rosypal 2006).

Za zminku stoji 1 vyssi urovné struktur, kdy se dvousroubovice dale vine a vytvaii
tzv. nadsroubovicové vinuti (supercoiling), tedy dodatecné Sroubovicové vinuti jiz existujici

dvousroubovice, coz naptiklad usnadiuje kondenzaci DNA (Bansal 2003).
1.2. Vyznam DNA

DNA je nositelkou genetické informace vSech Zivych organismil a mnoha virti. Nékteré viry
jsou vSak schopné uchovévat svlij geneticky material v podobé RNA, avSak RNA nepodléha
opravnym mechanismim, a proto rychle mutuji. Schopnost ukladat a prenaset genetickou
informaci je jednou ze zékladnich vlastnosti zivota. Bez DNA vydrzi buiiky jen omezenou
dobu, naptiklad erytrocyty se pii svém zrdni zbavuji jadra. Poté jiZ nejsou schopny
proteosyntézy, proto se erytrocyty po ¢ase opotiebi a jsou z krevniho ob&éhu odstranény (Alberts
2004; Rosypal 2006; Points et al. 2012).

Vétsina DNA se nachazi uvnitf eukaryotického jadra, kde spolu s histony a dalSimi
proteiny tvoifi chromozomy. Chromozomy jsou jiZ pozorovatelné napi. svételnym
mikroskopem, nejlépe pfi bunééném déleni, kdy se chromozomy rovnomérmné rozmistuji
do dcetinych bun¢k. DNA existuje vSak i mimo jadro, jde o mitochondrialni ¢i plastidovou
DNA. V mitochondriich m4a DNA cirkularni uspotadéani a koduje geny, které se podili napf.
na proteosyntetickém aparatu a enzymatickém vybaveni mitochondrii. Tato geneticka
informace je znacné komprimovana a neobsahuje introny. U prokaryotickych organismu je
DNA soucasti cirkularnich bakteridlnich chromozoml v nukleoidu nebo se nachéazi volné

Vv cytoplasmé ve formé plazmidu (Vondrejs 2003, Alberts 2004).

Sada chromozomi tvofi genom. Lidsky genom ma pfiblizné 3,2 miliardy para bazi,
které jsou uspofddané do 46 chromozomu. NejvySsi informacni hodnotu genomu maji
konkrétni iseky DNA — geny, které zaznamenavaji informaci pro tvorbu RNA. Proces, kdy se
ptepisuje informace z DNA do komplementarni sekvence RNA se nazyva transkripce.

Na transkripci navazuje translace, kdy je sekvence nukleotidi piekladana do sekvence
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aminokyselin, které tvoti proteiny. Kazdé trojici bazi (kodonu) odpovida jedna aminokyselina.
Avsak jednu aminokyselinu mize kddovat vice kodonti. Proto se fika, Ze je geneticky kod

redundantni neboli degenerovany (Vondrejs 2003, Alberts 2004, Points et al. 2012).

Neméné¢ diilezitou funkci DNA je replikace. Kazdy z obou fetézcti mize byt predlohou
pro syntézu komplementéarniho vlakna. Oba fetézce tedy nesou stejnou informaci. Velké ¢ést
genomu mnoha organismu se vSak do RNA nepiepisuje, jedna se o tzv. nekodujici tseky DNA,
jejichz funkce je v mnoha pfipadech neznama, avsak nékdy pomaha regulovat expresi okolnich

gend (Alberts 2004).

1.3. Struktura a funkce RNA

Stejné jako DNA, i RNA je nukleova kyselina, ktera nese genetickou informaci, evolucné
pravdépodobné predchazela DNA. Avsak RNA se od DNA li§i kromé mnohem krat$i délky
pfitomnosti hydroxylové skupiny na kazdé molekule pentosy. RNA je tvofena Ctyfmi
nukleovymi bdzemi: adeninem, cytosinem, guaninem a uracilem, ktery zde nahrazuje thymin
pritomny v DNA. V RNA mohou byt zastoupeny i vzacnéjsi alkylované baze nebo napf.
7-methylguanosin, ktery tvoii ¢epickovou strukturu na 5” konci vétSiny mRNA, dihydrouridin,
inosin a dal$i. RNA je nejcastéji tvofena jednim vlaknem, avSak i na tomto jednoduchém vlakné
muze dochazet pii setkdni komplementarnich usekii ke spojovéani vldken a tim ke tvorbé
sekundarni struktury. U vétSiny biologicky aktivnich RNA ptevazuje sekundarni struktura
(Saenger 1984, Alberts 2004).
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Oproti DNA, jez mize tvofit mnoho forem dvousSroubovice, RNA dokaze formovat
pouze dvé pribuzné pravotoCivé A-formy (A a A”) dvousSroubovice kviili sterickym restrikcim
hydroxylové skupiny na 2" uhliku na rib6ze. A-forma obsahuje 11 part bazi na jeden zavita A’-
forma obsahuje 12 parti bazi na zavit. Obé tyto formy se vyznacuji velkym hlubokym a malym

plytkym zlabkem (Saenger, 1984).

RNA je molekula s mnoha funkcemi. Kromé pfenosu genetické informace z DNA
do proteini muze RNA katalyzovat specifické biochemické reakce podobné jako proteinové
enzymy. Tyto RNA enzymy (ribozymy) se u€astni mnoha zasadnich biologickych procest jako
je RNA sesttih, translace nebo také biosyntéza tRNA. Nékteré RNA znamé jako ,,riboswitches®
mohou také regulovat genovou expresi ménénim své vlastni struktury v odpovédi na zmény

vV buné¢ném prostiedi nebo na vazbu ligandt (Kruger et al. 1982, Mandal a Breaker 2004).

Vyznamnym objevem za posledni dvé desetileti bylo odhaleni velkého mnozstvi
nekodujicich RNA (ncRNA) v lidskych buinikach. RNA, jez nemaji zddny nebo maly kodujici
potencial a jsou del§i nez 200 nukleotidl, jsou definovany jako dlouhé nekodujici RNA
(IncRNA). Naopak kratké nekodujici RNA jsou kratsi nez 200 nukleotidi. U mnoha INCRNA
byly nalezeny riizné typy funkci zahrnujici regulaci chromatinu a tim i genovou expresi nebo
zprostiedkovani komunikace mezi RNA a proteiny. Nicméné pro Siroké mnozstvi variaci
v sekvenci a expresi IncRNA je velmi ndrocné porozumét jejich funkcim ¢i tomu, jak jsou

regulovany (Birney 2007, Quinn a Chang 2016).

Obecné je znamo pravidlo, Ze sekvence urcuje strukturu a struktura urcuje funkei,
zejména pro proteiny. AvSak RNA je schopna také skladat slozité¢ tvary diky lokdlnimu
a dalkovému parovani nukleotidi. Zndmymi ptiklady jsou jiZ zminéné ribozymy, riboswitche
¢i nckteré IncRNA. RNA struktury jsou pro jejich funkci zésadni a jejich aberace

pravdépodobné vedou k onemocnénim (Wapinski a Chang 2011, Halvorsen et al. 2010).
1.4. Typy RNA

MRNA (messenger RNA) — informacni ¢i mediatorova RNA, jejiz zasadni funkci je fidit vznik
proteinu, jeji kodony signalizuji, kde ma zacit a kde skoncit syntéza proteinu. Inicia¢nim

kodonem je AUG a stop kodony jsou UAA, UAG ¢i UGA.

rRNA (ribosomalni) — tvoii jadro ribosomil, na nichz je mRNA piekladdna do proteinu,

u eukaryot je syntetizovana v jadérku, zastupuje az 90 % vsech RNA.
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tRNA (transferovd) — je adaptorem, ktery vybira sprdvné aminokyseliny a umistuje je
do spravného mista na ribosomu, aby mohly byt za¢lenény do rostouciho aminokyselinového

fetézce.

SNnRNA (small nuclear) — nekddujici RNA, podili se na splicingu (sestfihu), tedy vystiizeni

nekodujicich sekvenci z gend.

ribozym — RNA se specifickym tvarem a povrchem fungujici jako katalyzator a obdobné i jako
enzym (Alberts 2004).

riboswitch — RNA regulujici genovou expresi zménami ve své vlastni struktufe v odpoveédi

na zmény v bunééném prostiedi nebo na vazbu ligandt (Mandal a Breaker 2004).
1.5. Stépeni nukleovych kyselin za tiCelem analyzy

Rozstépeni nukleovych kyselin se dd obecné provést alkalickou nebo kyselou hydrolyzou,
avSak mnohem véts$i vyuziti poskytuji enzymy schopné hydroliticky s$tépit DNA ¢i RNA —
nukledzy. Nukledzy Stépi fosfodiesterové vazby fosfatové kostry nukleovych kyselin, podle
mista $tépeni je rozdélujeme na exonukledzy ($tépi od volného 5 ¢i 3" konce) a endonukleazy
(8tépi vnitin€). Deoxyribonukleazy §tépi DNA (DNdézy) a ribonukleazy $tépi RNA (RNazy).
Na jednu stranu jsou jako kontaminanty pfi analyzach nukleovych kyselin nezadouci, ale
na druhou jsou velmi uzite¢né pii manipulaci s DNA ¢i RNA napf. za ucelem klonovani nebo
umoznéni ¢1 usnadnéni pokrocilych analyz. Dnes je jiz zndmo velmi mnoho nukledz, z nichz

vétSina pochazi z bakterii €1 plisni (Rittié a Perbal 2008).

1.5.1. Priklady vyuzivanych nukleaz

DNaza I — endonukledza SSDNA ¢i dsDNA izolovanou ¢i v chromatinu

Exonukleaza III — 3" exonukleaza dsDNA, ale také RNaza H, fosfataza nebo endonukleaza
Bal31 — zkracuje dsDNA na obou koncich, endonukledaza ssDNA

Exonukleaza VII — endonukledza ssDNA na obou koncich, neplisobi na RNA

RNaza A — endonukleaza ssRNA na 3" koncich, §t€épi RNA v DNA/RNA hybridech

RNaza H — degraduje RNA v RNA/DNA hybridech

Dalsi RNazy — kazda ma specifické pozadavky na §tépeni, vyuZzivaji se v RNA sekvenovani
DNA/RNA nukleazy — stépi ssDNA i RNA, vyuzivaji se pti hybridizaci k odstranovani

vycnivajici ssDNA (Ritti¢ a Perbal 2008).
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2. IZOLACE A SEPARACE NUKLEOVYCH KYSELIN
ZA UCELEM JEJICH ANALYZY

Izolace nukleovych kyselin je zdsadnim krokem pro jejich dalsi analyzu. Aby nésledna analyza
podavala spravné a nezkreslené informace, musi byt splnény jisté pozadavky jiz pfi prvnich
krocich izolace. Nasledujici kapitola je vénovana obecnym postuptim a konkrétnim metodam,
které¢ slouzi kizolaci nukleovych kyselin. Dalsi kapitoly jsou vénovany jiz separacim
nukleovych kyselin, a to zejména elektroforéze a kapalinové chromatografii, jejich principtim
a metodam. VyzdviZzeny budou metody pouzivané ve spojeni s hmotnostni spektrometrii a také
bude poukazano na moznd technickd uspotfaddani. Spojeni téchto technik totiz poskytuje fadu
vyhod jako je vysoka selektivita, citlivost a pfesnost Vv kvalitativni ¢i kvantitativni analyze

mimo jiné i nukleovych kyselin.
2.1. Metody izolace nukleovych kyselin

NejzakladnéjSim krokem, ktery mulze byt zarazen pred jakymkoliv dalSim procesem c¢i
analyzou nukleovych kyselin je odsoleni vzorku, jelikoZ je soli bézné kontaminuji. Dal§im
zakladnim krokem metod izolace nukleovych kyselin z bun€k je jejich naruSeni (bunééna lyze),
pficemZ toto naruseni musi byt dostatecné Setrné, aby nepoSkodilo i nukleové kyseliny.
Nejcastéji se pouzivaji detergenty napt. dodecylsiran sodny (SDS) (Miller et al. 1999), které
narusuji cytoplasmatickou membranu, mohou vSak byt pouzity i fyzikalné-chemické postupy
jako je ultrazvuk. Musi byt zajisténa optimalni teplota a pH, aby nedoslo k denaturaci. Déle
musi byt =zabrdnéno degradaci nukleovych kyselin nukleazami. Pro inaktivaci
deoxyribonukledz se pouziva etylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), ktera vyvazuje Ca?*
protoze ribonukledzy se nachazi hojné v krvi, tkanich, bakteriich, plisnich a také na kiiZi (proto
se pii praci s RNA pouzivaji rukavice), jsou teplotné stabilni a nevyzaduji kofaktory, k jejich
inaktivaci se vyuziva guanidin thiokyanat nebo fenol a SDS. Poté je nutno purifikovat
nukleovou kyselinu od kontaminujicich slozek bunécného lyzatu ¢i jinych slozek vzorku,
apravé timto krokem se z velké casti zabyvaji nize uvedené metody (Ding et al. 2008,

Tan a Yiap 2009).
2.2. Fenol-chloroformova extrakce

Fenol-chloroformova extrakce je jednou z nejbéznéjSich metod izolace nukleovych kyselin.

Ackoliv fenol je toxicky a rychle denaturuje proteiny, neinhibuje zcela aktivitu ribonukleaz
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(Sambrook a Russel 2001). Tento problém se da vyfeSit pouzitim smési
fenol:chloroform:isoamyl alkohol v poméru (25:24:1). Proteiny, lipidy, sacharidy i bunéény
lyzat jsou odstranény extrakci vodného roztoku s organickou smeési fenolu a chloroformu
(Sambrook a Russel 2001, Chomczynski a Sacchi 2006). Smichanim roztoku bunééného lyzatu
s fenolem a chloroformem se vytvoii dvoufazovd emulze. Centrifugaci dochazi k rozd¢leni
téchto fazi na hydrofobni (spodni) a hydrofilni (horni), pfi¢emz spodni fdze obsahuje organické
latky s fenolem a chloroformem a horni vodny roztok s nukleovymi kyselinami (Buckingham
a Flaws 2007). Horni faze mize byt odebrana a DNA precipitovana piidanim ethanolu nebo
isopropanolu v pomérech 2:1 nebo 1:1 a koncentrované soli. Po odstfedéni vznikne na dné
zkumavky precipitat s piebytkem soli, ktera je odstranéna promytim 70% etanolem. Nasledné
se odsaje supernatant a DNA miize byt rozpusténa v TrisSsEDTA (TE) pufru nebo sterilni

destilované vod¢ (Buckingham a Flaws 2007).

V piipadé RNA extrakce probiha s fenolem a chloroformem za snizeného pH
Vv pritomnosti guanidin isothiokyanatu, ktery je zaroven chaotropnim ¢inidlem degradujicim
proteiny. Roztok guanidin isothiokyanatu a fenolu pouzivany pro RNA extrakci je znam také
jako TRIzol nebo Tri-Reagent. Principem této metody je extrakce s kyselym roztokem
obsahujicim guanidin isothiokyanat, octan sodny, fenol a chloroform (Chomczynski a Sacchi
2006). Za téchto kyselych podminek vSechna RNA ziistane v horni vodné fazi smési, zatimco
DNA a proteiny zlistanou na pomezi nebo ve spodni organické fazi. RNA je pak ziskana
odebranim horni faze a precipitaci s isopropanolem podobné, jak jiz bylo vySe popsdno u DNA

(Sambrook a Russel 2001).
2.3. Extrakce nukleovych kyselin na pevné fazi

Tato metoda umoznuje rychlou a efektivni izolaci nukleovych kyselin v porovnani extrakci
v kapalné fazi a dalSimi konvenénimi metodami. Tuto metodu navic vyuzivd vétSina
komerc¢nich extrakénich souprav dostupnych na trhu (Esser et al. 2005). Pevna faze bude
adsorbovat nukleové kyseliny v extrakénim procesu zalozeném na pH a obsahu soli pufru. Tato
metoda zahrnuje Ctyfi zasadni kroky: bunécnou lyzi, adsorpci nukleovych kyselin, promyti
aeluci (Kojima a Ozawa 2002). Prvnim krokem je sestaveni kolony pro adsorpci vzorku.
Kolona mize byt zavedena do cyklu pouzitim pufru o urcitém pH, ktery pievede povrch nebo
funkéni skupiny na pevné fazi na urcité chemické formy. Nasledné je vzorek lyzovan pouZzitim
pufru a aplikovan na kolonu. Pozadované nukleové kyseliny budou adsorbovat na kolonu

za pomoci zvySeného pH a koncentrace soli (vazebny roztok). Dalsi komponenty vzorku, jako
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jsou proteiny, se mohou také siln¢ nespecificky vazat na stacionarni fazi kolony. Takto
navazané kontaminanty ale mohou byt snadno odstranény pufrem obsahujicim kompetitivni
¢inidlo. Pro elu¢ni krok je vhodny TE pufr nebo voda, ktera mize byt pouzita pro uvolnéni
pozadované nukleové kyseliny z kolony v relativné ¢isté formé bez kontaminaci solemi. Béhem

promyvacich a eluénich kroki se bézné pouziva rychla centrifugace ¢i vakuova filtrace (Gjerde
et al. 2009).

Byly ptedstaveny také ,,mixed-bed pevné faze kombinujici alesponn dvé pevné faze,
Z nichz kazda mtize cilené vazat nukleovou kyselinu. Prvni pevna faze vaze nukleovou kyselinu
V ptitomnosti prvniho roztoku a v pfitomnosti druhého roztoku ji uvoliiuje. Druha pevna faze
vaze nukleovou kyselinu naopak v pfitomnosti druhého roztoku a v pfitomnosti prvniho ji

uvolnuje. Prvni i druhd pevna faze uvolituje nukleovou kyselinu v ptfitomnosti elu¢niho pufru

(Smith et al. 2002).
2.3.1. Silikatové matrice

Pro své unikatni vlastnosti selektivniho vdzani DNA jsou silikdtové matrice zakladem vétSiny
produktl spojenych s izolaci nukleovych kyselin. Dostupné jsou rizné typy silikdtovych matric
zahrnujici sklenéné Castice jako je sklenény prasek ¢i sklenénd mikrovlakna nebo kiemelina
(Padhye et al. 1997). Principem je vysoka afinita negativné nabité DNA kostry k positivné
nabitym silikatovym ¢asticim (Esser et al. 2006). Sodik slouzi jako kationtovy most ptitahujici
negativné nabity kyslik fosfatové kostry nukleové kyseliny. Sodikové kationty rusi vodikoveé
vazby mezi vodiky vody a negativné nabitymi kyslikovymi ionty v silikatu Vv prostiedi
s vysokou koncentraci soli. DNA je siln€ navazdna a promyvanim se odstrani veskeré
kontaminace. Purifikované molekuly DNA mohou byt poté uvolnény za nizké iontové sily
pouzitim TE pufru nebo destilované vody (Esser et al. 2006, Department of Biology, Davidson

College).

Kromé silikatovych matric jsou znamy také nitrocelul6zové a polyamidové membrany
jako je nylon. Tyto matrice také vazi nukleové kyseliny, avSak s nizsi specifitou. Polyamidové

jsou vice odolné nez nitrocelulézové a vazi nukleové kyseliny nevratné i za nizké iontové sily

(Arnold et al. 2005).

Co se ty¢e komer¢niho vyuziti, tak lze zminit napt. MirVana soupravu, ktera je
specialné pfipravena pro izolaci kratkych molekul RNA jako jsou siRNA a miRNA, dokaze
vSak izolovat i celkovou RNA. Tento kit vyuziva kombinaci organické extrakce s naslednou

izolaci RNA na filtrech ze sklenénych vldken. Vyuziva vyhod obou metod a zaroven postrada
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jejich nevyhody. RNA pozadované Cistoty muze byt ziskana do 30 min (Life technologies
2011).

2.3.2. Magnetické c¢astice

Separace pomoci magnetickych ¢astic je jednoducha a efektivni metoda a v dnesni dobé jiz
Zasto pouzivana k izolaci nukleovych kyselin. Céstice majici magneticky naboj mohou byt
separovany pouzitim permanentniho magnetu. Témito Casticemi jsou nejcastéji magnetické
kuli¢ky (tvofené FeO) pokryté materidlem s vysokou afinitou k nukleovym kyselindm. Témito
materialy mohou byt syntetické polymery, biopolymery, porézniho sklo nebo jiz zminény SiOs.

Vysledné magnetické Castice jsou znamé jako ,,core-shell* ¢astice (Berensmeier 2006).

Ptikladem muze byt také Castice magnetizovatelné celuldzy. Tyto Castice obsahuji
Vv celuldze zabaleny FeO zaujimajici 90 % celkové hmotnosti ¢astice, coZ jim dodava skvélé
magnetické vlastnosti. V ptitomnosti urcité koncentrace soli (nejcastéji octan sodny)
a polyalkylen glykolu mohou tyto ¢astice vazat nukleové kyseliny, pticemz kratké nukleové
kyseliny vyzaduji pro pevnou vazbu vyssi koncentrace soli. Pouziti magnetu na spodu nebo
na strané zkumavky umoziuje Cistici ¢i promyvaci kroky bez ztraty nukleovych kyselin. Poté

se pouzije vhodny elucni pufr, ktery uvolni navazané nukleové kyseliny (Nargessi 2005).

Na bazi magnetické separace jsou také dostupné komeréné vyrabéné soupravy. Tyto
soupravy vyuzivaji v§echny vyhody magnetické separace zminéné vyse a jsou s nimi dodavany

1 potfebna ¢inidla a reagencie, coz déla izolaci jesté snazsi.
2.4. Separace nukleovych kyselin pomoci elektroforézy

Pro izolované molekuly DNA nebo RNA existuje cela tada technik, které slouzi k jejich
nasledné separaci a analyze. Jednou z nich je elektroforéza, jejimz principem je separace
na zakladé rozdilného pohybu nabitych molekul v elektrickém poli. Rozdily v pohyblivosti
molekul jsou dany kromé rozdilnych ndboji také rozdilnymi velikostmi a tvary molekul.
Ve volném roztoku se DNA pohybuji témet identicky nehled€ na jejich velikosti, nicméné
nedenaturované RNA mohou mit rozdilnou pohyblivost. K dosazeni elektroforetické separace
i podle velikosti molekul je mozno vyuzit separacnich matric (Perkins et al. 1995).
Nejpouzivangjsi jsou gely, jejichz porézni struktura tvofi néco jako ,,molekularni sita“.
Nukleové kyseliny jsou potom v elektrickém poli nuceny skrz tyto ,,pory* migrovat (Smisek

1995).
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Existuje mnoho polymert umoziujici t¢innou separaci nukleovych kyselin, naptiklad
derivaty celulozy maji velmi G¢innou separaci kratkych tsekit DNA. Polyakrylamid je vhodny
pro separaci DNA ¢i RNA s naslednym sekvenovanim, kde je nutné rozliSeni jednotlivych bazi
malych fragment, pouziva se kseparaci sSSDNA. Velmi znama je také elektroforéza
na agaréozovém gelu, pouziva se k separaci dSDNA. Obecné plati, Ze s rostouci koncentraci
roztoku polyakrylamidu se 1épe separuji kratsi Gseky DNA (mensi nez 600 bp) a naopak
srostouci koncentraci agarézy se Iépe separuji delsi tseky DNA. Pouzitim smési
vysokomolekularnich a nizkomolekularnich polymerti o niz§i koncentraci lze dosahnout

separace DNA v rozsahlém rozmezi velikosti (Sunada et al. 1997, Slater et al. 2003).

Po ukonceni elektroforézy je nutné zobrazeni separovanych slozek. Proto do agarozy
¢1 pufru byva pfidavano fluorescencni barvivo ethidium bromid, ktery se vaze zejména na DNA
ale i nedenaturované RNA. Po ozateni UV lampou emituje zafeni o vlnové délce 605 nm, které
zobrazi jednotlivé frakce oranzové (Sigmon a Larcom 1996). Dalsi moznosti zobrazeni jsou
komeréné dostupna barviva, napt. fluorescencni barvivo SYBR Green I, toto barvivo tvori
s DNA komplex absorbujici modré zafeni o vlnové délce 497 nm a emituje zelené zafeni
0 vlnové délce 520 nm (Zipper 2004). Na podobném principu funguji také dalsi fluorescencni
barviva jako jsou napt. GelGreen a GelRed. Za zminku stoji také dnes jiz pomérné zastarala

zobrazovaci metoda stibfeni pouzivana predevsim u polyakrylamidu (Blum et al. 1987).
2.4.1. Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (CE) nebo také kapilarni zonova elektroforéza (CZE) vyuziva uzké
kapilary, ve které jsou separovany nabité vysokomolekularni (proteiny ¢i nukleové kyseliny)
¢i nizkomolekularni latky (organické i anorganické) s moznosti on-line detekce. Tyto kapilary
tvofené tavenym borosilikatovym sklem mohou a nemusi byt pokryty napt. polyakrylamidem,
ktery snizuje elektroosmoticky priutok (Hjerten 1985). Separace jsou umoznény pouzitim
vysokého napéti, které generuje elektroosmoticky a elektroforeticky proud roztoku pufru
a iontd (Adamson et al. 1990). Detekce probiha spektrofotometricky v UV oblasti nebo pomoci
hmotnostni spektrometrie. Hlavnimi vyhodami CE jsou zejména rychlost, vysoké rozliSeni
a moznost pouziti malych objemt vzorka (Sunada et al. 1997, Hoffmann a Stroobant 2007).
Tato metoda se pouziva zejména k analyze a sekvenovani DNA nebo ur¢ovani velikosti DNA

fragmentu ¢i k separaci SSDNA a dsDNA (Heller 2001).
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2.4.2. Spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrometrii

Spojeni CE s hmotnostni spektrometrii zavisi zejména na vybéru iontového zdroje.
Nejvhodnéjsi je spojeni CE s ionizaci elektrosprejem a hmotnostni spektrometrii (CE-ESI-MS),
pti¢emz verze nanospreje dosahuje nejlepsSich vysledkt. Pfivod CE kapilary ponotfen v nadobé
s pufrem, do které je separacni anodou piivadéno vysoké napéti. Druhy konec CE kapilary
vstupuje do ESI jehly, ktera je ptipojena ke zdroji vysokého napéti ESI. Pro spojeni CE kapilary
a ESI jehly existuje n€kolik moznosti rozhrani, mezi které patti rozhrani bez ptidavné kapaliny,
s ptidavnou kapalinou a kapalinovy spoj (Dass 2007). U tohoto spojeni se vSak mohou
vyskytovat komplikace v disledku nekompatibility CE pufri (mohou potla¢ovat ionizaci)
a jejich nizkych prutokd. Nicméné i pfesto je toto spojeni Siroce pouzivané jak pro kvalitativni,
tak 1 pro kvantitativni analyzu chemicky riznorodych molekul. Tato metoda slouZzi k citlivé

separaci, identifikaci a kvantifikaci zejména biologickych vzorkt (Hoffmann a Stroobant 2007,
Norkové a Jaklova 2013).

2.5. Separace nukleovych  Kkyselin pomoci kapalinové

chromatografie

Principem chromatografie je dynamicka separace jednotlivych slozek analytu pomoci dvou
vzajemné nemisitelnych fazi — mobilni a staciondrni, pfi¢emz rozdéleni probih4 na zakladé
rozdilnych afinit jednotlivych slozek analytu ke stacionarni fazi. Slozky s vysokou afinitou
ke stacionarni fazi se pohybuji pomaleji, oddéli se tak od rychlejsich slozek s nizsi afinitou.
Podle skupenstvi mobilni faze jsou chromatografie déleny na plynové a kapalinové (Dass

2007). Nasledujici odstavce budou vénovany chromatografii kapalinové (LC).
2.5.1. Vysokoucdinna kapalinova chromatografie

Pokud je kapalinova chromatografie provadéna v kolon¢ za vysokych tlaki pomoci vykonného
cerpadla, jednd se o vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC). Kolona ma pii
standardnich pritocich vétSinou primér 2,1 az 4,6 mm a zdroven délku 30 az 250 mm.
Stacionarni fazi vétSinou tvofi mikrocastice o velikosti 3 aZz 10 um. Jednid se zejména
0 adsorpéni ¢i rozdélovaci chromatografie. Ve srovnani s nizkotlakovou kolonovou
chromatografii HPLC umoziluje u¢inn&jsi separace za kratsi ¢as. HPLC mitiZze byt pouZita jak
pro kvalitativni, tak kvantitativni analyzy komplexnich biologickych, anorganickych

i organickych slozek (Dass 2007, Siddhant et al. 2018)
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Moznym uspofadanim kapalinové chromatografie je také ultra vysoce ucinna
kapalinové chromatografie (UHPLC) Tato metoda je aplikovana na kolonach s velmi malymi
¢asticemi (mensinez 2 um v prumeéru). Tyto Castice vytvaii jeste vyssi tlaky, na jejichz dosazeni
je potieba jest¢ vykonnéjsiho Cerpadla, coz se ve vysledku projevi jesté¢ vysSim rozliSenim,

rychlosti a citlivosti (Swartz 2005, Wu et al. 2006, Siddhant et al. 2018)
2.5.2. Metody kapalinové chromatografie

Adsorp¢ni chromatografie — staciondrni fazi je pevna latka, na kterou specificky adsorbuji

molekuly analytu, zatimco mobilni faze tento proces potlacuje.

Rozdélovaci chromatografie — stacionarni fazi je kapalina nanesené na nosici. Principem
je rozdéleni molekul analytu mezi dvé kapalné¢ faze. Tuto metodu je mozno provadét
na ,,normalni* fazi (stacionéarni je polarni a mobilni je nepolarni) nebo na ,,reverzni* fazi, jejiz

mechanismus bude popsan nize.

Iontové vyménna chromatografie — vyuziva se pro roztoky iontt. Tato metoda je
zaloZena na interakci ionti roztoku s nabitymi skupinami stacionarni faze. lonty roztoku
S opanym nabojem jsou na koloné zachyceny, zatimco ionty se stejnym nabojem se nezachyti.

Zachycené ionty mohou byt poté uvolnény napt. zménou teploty, pH nebo koncentrace soli.

Gelova permeacni chromatografie — separuje molekuly na zakladé jejich velikosti.
Stacionarni fazi je polymerni matrice (gel) obsahujici pory. Malé molekuly do téchto pori

pronikaji, tim jsou zpomaleny a separovany od vétSich molekul, které do pért neproniknou.

Afinitni chromatografie — je zaloZzena na specifické interakci mezi jednim typem
molekuly analytu s komplementarnim typem molekuly navazané na pevném nosi¢i. Tyto
interakce zahrnuji elektrostatické nebo hydrofobni interakce, van der Waalsovy sily ¢i vodikové
mustky (Meyer 1999, Dass 2007, Tan a Yiap 2009).

2.5.3. Separacni metody vyuzivané ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

Obecné je nejpouzivangjsi rozdélovaci vysokoucinna kapalinovd chromatografie na reverzni
fazi (RP-HPLC), kdy stacionarni faze je nepolarni (alkylové skupiny napt. uhlikovy fetézec
C18, C8 ¢1 C4 navazany na silikagelu) a mobilni faze je Castecné polarni (napf. voda
S metanolem, isopropanolem ¢i acetonitrilem). Tato metoda je zalozena na hydrofobni interakci
mezi analytem a nepolarni matrici stacionarni faze. Jednotlivé komponenty smesi jsou poté
selektivné rozdéleny mezi dvé fadze a separovany eluci, ke které dochdzi zvySenim podilu

mobilni faze (Dass 2007).
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Dalsi vyznamnou metodou je iontové-parova chromatografie na reverzni fazi (IP-
RPLC), kterd je zalozena na tvorb¢ iontovych pari mezi separovanou latkou a opacné€ nabitym
iontem navazanym na koloné. Tato metoda je velmi selektivni — na koloné jsou zachyceny
analyty opacné¢ nabité, naopak retence stejn¢ nabitych analytl je snizena a retence neutralnich
ovlivnéna neni. Uplatnéni nachazi predev§im v separaci latek iontové povahy, jimiz jsou mimo
jiné 1 nukleové kyseliny (Knox a Hartwick 1981). Za urcit¢ého pH iontovy charakter
nukleotidovych organofosfati umoziuje interakci s kationtovymi Cinidly za tvorby iontovych
part. Vyzadovany jsou iontové parova Cinidla jako jsou napf. triethylamin, dibutylamine

¢i diisopropylethylamin (Gong et al. 2014, Studzinska et al. 2017).

Oproti IP-RPLC je také castéji vyuzivana hydrofilni interakéni kapalinova
chromatografie (HILIC). Tato metoda je velmi podobna rozdélovaci LC na normalni fazi
(stacionarni faze je polarni), avSak 1i§i se sloZzenim mobilni faze (nejcastéji smés vody
a organického rozpoustédla napt. acetonitrilu), které je naopak podobné rozdélovaci LC
na reverzni fazi. Avsak oproti RPLC k eluci dochazi snizenim podilu organického rozpoustédla
Vv mobilni fazi. Tato metoda je urCena zvlasté k separaci polarnich hydrofilnich slouc¢enin

(Hemstroom a Irgum 2006, Appelblad et al. 2008).

HILIC obvykle vyuziva stacionarni fdze na bazi siliky, nebo mohou obsahovat navazané
vice komplexni faze obsahujici ionizovatelné ¢i neutralni funkcni skupiny. Pfikladem
neutralnich fazi mohou byt dioly, kyano skupiny ¢i amidy. Ionizovatelné faze mohou byt
poly(2-sulfoethyl), sulfobetain. Na rozdil od RPLC, pro HILIC neexistuje stacionarni faze,

ktera by mohla byt universaln¢ aplikovéana pro separace polarnich latek (Lobue et al. 2019).
2.5.4. Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Nejvhodnéjsim spojenim se jevi spojeni kapalinové chromatografie s elektrosprejem
(LC-ESI-MS), protoze dokaze citlivé analyzovat netékavé a tepelné nestabilni molekuly
od nizkomolekularnich  po  vysokomolekularni, také protoze ionizace probiha
za atmosférického tlaku. Dals$i vyhodou je kompatibilita RP-HPLC poléarnich rozpoustédel
a také ptijatelné rozmezi pritokd. Pritok se da do jisté miry korigovat zménou priiméru kolony
HPLC. Napfiiklad zuzeni z 4,6 mm v pruméru na 320 um v priméru snizi prutok z 1 ml/min
na4,9 pl/min. Kolony s menSimi priméry navic disponuji lepsi citlivosti, napt. zGzenim
priméru kolony na polovinu se zvysi citlivost ¢tyfikrat, a nizsi spotfebou vzorku ¢i potiebnych

rozpoustédel (Dass 2007).
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Dalsi moznosti je spojeni kapalinové chromatografie s chemickou ionizaci
za atmosférického tlaku (APCI). Toto spojeni je kompatibilni se stfedné polarnimi
az nepolarnimi slou¢eninami jako jsou napi. nukleové kyseliny (Covey et al. 1986). Stejné jako

ESI se da pfizpusobit vy$sim priatokim HPLC (Gelpi 1995).

2.55. Separacni metody nukleovych Kkyselin pomoci kapalinové

chromatografie

V analyze fosforylovanych slozek (nukleotid mono-/di-/tri-fosfaty) metodou LC-MS analyty
mohou interagovat se specifickymi ¢astmi instrumentalni konfigurace (Tuytten et al. 2006).
V kyselém médiu dochdzi k adsorpci analytli na silanové skupiny stacionarni fdze nebo se tvoii
kovové komplexy fosforylovanych zbytkli s kovovymi ionty vznikajicich v riznych Castech
chromatografického systému. Tyto procesy vedou ke snizeni a zkresleni chromatografickych
signalt (Wakamatsu et al. 2005). Bylo navrzeno mnoho feSeni jako je derivatizace volnych
silanovych skupin nebo jejich deaktivace trimethylchlorosilanem (Gritti et al. 2007,
Dominguez-Alvarez et al. 2017)

LC Ize vyuzit k simultanni separaci nukleotidi a nukleosidii. Tyto molekuly jsou vSak
vysoce polarni a ionizovatelné, coz omezuje retenci na béZznych C18 kolonach pouzZivanych
RPLC. Nicméné za urcitého pH mobilni faize mohou byt polarni nukleotidy zadrZeny na koloné
a nasledné uvolnény gradientovou eluci, pfi¢emz nukleosidy jsou uvolnény pozdéji (Ren 2011,

Studzinska a Buszevsky 2013).

Mnohem vétsi vyuziti pro separaci nukleotidit mé vSak iontové-parova chromatografie
IP-RPLC. Dosud byla spojovdana krom& UV detekce také s detekci pomoci hmotnostni
spektrometrie. Ackoliv pouziti iontoveé-parovych ¢inidel dosahuje velké separacni u€innosti
chromatografie, dochazi diky nim ke snizeni nabitych stavi iontt pti ESI-MS. Proto je
vyzadovano pouziti modifikatoru elektrospreje jako je hexafluoro-2-propanol (HFIP) (Basiri
2017) idealn¢ v koncentraci 20 mM. Nicméné¢ pfiilis vysoké koncentrace HFIP (nad 100 mM)
mohou vést k potlaceni tvorby ionti (Chen a Bartlett 2013). Optimalni iontoveé-parové ¢inidlo
a modifikatorovy systém mize zaviset také na typu a obsahu oligonukleotidu (Lobue et al.

2019).

Alternativou k IP-RPLC, ktera je vhodna pro separaci nukleovych kyselin je hydrofilni
interak¢ni chromatografie (HILIC) (Alpert 1990). Tato metoda se v poslednich letech dostava

do poptedi, protoze dokaze velmi ucinné separovat polarni latky, jimiz jsou mimo jiné také
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nukleotidy ¢i oligonukleotidy (Lobue et al. 2019). Mechanismus této metody byl jiz popsan
vyse.

Vyuzitelnost HILIC byla také nedavno demonstrovéna pii simultdnnim stanoveni
5 nukleosidi a 15 nukleotid mono-, di- a tri-fosfati (Mateos-Vivas et al. 2015). Tato metoda
zabranuje nezadouci adsorpci nukleotidd na LC-MS strukturu a podporuje jejich retenci
na HILIC stacionarni f4zi. Mobilni faze obsahuje HFIP a diethylamin jako hydrofilni kationické
¢inidlo tvofici iontové pary. Vysledkem je sdruzovani iontli mezi fosfatovymi skupinami
nukleotidi a kationickym ¢inidlem, coz vyznamné zlepSuje vysledny signal diky HFIP (Zhang
et al. 2014, Mateos-Vivas et al. 2015).

Nové je komeréné dostupna HILIC staciondrni faze obsahujici modifikované diolové
skupiny na polymernich €asticich pro separaci a analyzu rtiznych oligonukleotidii. Separace
DNA oligomeri pomoci této stacionarni faze dosahuje vysoké separacni u€innosti i bez pouZiti
iontové parovych Cinidel (Addepalli a Limbach 2011). Hodnoceni separa¢ni Gi¢innosti této
stacionarni faze bylo demonstrovano na oligoDNA, oligoRNA a fosforothionatech. Diky
specifickému slozeni mobilni faze se da dosdahnout opakované silné retence a rozliSeni
jednotlivych komponent vzorku s naslednou MS detekci. V porovnani s IP-RPLC-MS dosahuje
HILIC-MS srovnatelné separa¢ni ucinnosti bez pouziti iontové parovych ¢inidel (Lobue et al.

2019).
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3. HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

3.1. Uvod k hmotnostni spektrometrii

Metoda hmotnostni spektrometrie (MS) spociva v separaci iontli analytu podle jejich poméru
molekulové hmotnosti a naboje (m/z). Metoda poskytuje velmi pfesny a selektivni zptisob
detekce specifickych molekul. Zakladni rezim hmotnostni spektrometrie muze byt dale rozsiten
o tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS), ktera poskytuje dodate¢nou informaci
0 vzniklych fragmentech prekurzoru, dulezitou pro spolehlivou identifikaci analytu. Pokud se
ovSem jedna o komplexni vzorky, je vhodné pfed analyzou hmotnostni spektrometrii zaradit
vhodny separaéni krok. Timto Ize dosahnout pozadované detekéni urovné (1:10°%) (Tretyakova
et al. 2013). Separa¢nim krokem byva nejéastéji kapalinova chromatografie nebo kapilarni
elektroforéza. Separacni zafizeni navazuje na hmotnostni spektrometr, ktery se sklada

z iontového zdroje, analyzatoru a detektoru (Friedecky 2012, Tretyakova et al. 2013).

Samotna analyza probiha v né€kolika krocich. Prvnim krokem je ionizace a pievedeni
molekul ¢i atomi analytu na nabité ¢éstice a do plynné faze, coz vyZzaduje odebréni ¢i pfidani
elektront ¢i protonii. Dal§im krokem je separace a hmotnostni analyza molekularnich iontd
a jejich fragmentd na zakladé jejich m/z poméru. Tyto kroky probihaji za vysokého vakua.
Nasledné probiha detekce a méfeni nadbytku separovanych ionti detektorem, ktery prevadi
ionty na elektricky signal. Tento signdl je zesilen a pfeveden do pocitace ve formé hmotnostniho

spektra (Dass 2007, Gross 2011).

Vlastni hmotnostni analyza a transport iontli do analyzatoru probihé za vysokého vakua,
které umoziuje volny pohyb iontli bez kolizi ¢i interakci s dal§imi ionty. Kolize totiz mohou
vést k fragmentaci molekulovych iontll a moZné produkci jinych ionth prostfednictvim iontové-
molekularnich reakci. Zminéné neZadouci procesy sniZuji senzitivitu, rozliSeni a zvySuji
nejednoznacnost méfeni. Kromé toho pozadi atmosférického tlaku zptisobuje interferenci (Dass

2007).

Hmotnostni spektrum piedstavuje dvoudimenzionalni znazornéni intenzity signalu proti
m/z. Pozici piku odrazi m/z hodnota iontu vytvofeného z analytu v iontovém zdroji. Intenzita
piku zndzorfiuje zastoupeni daného iontu. Pik snejvétsi intenzitou byva oznacovan jako
zékladni pik @ normalizovan jako 100 % relativni intenzity. Zastoupeni vSech ostatnich iontti je

pak udavano v procentech relativnich k zakladniho piku (Gross 2011).
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3.2. lontové zdroje

lonizace analytu je zasadnim krokem pro analyzu hmotnostni spektrometrii. V iontovém zdroji
se prevadi neutralni slozky na ionty v plynné fazi. lonizace je dosazena odejmutim nebo
pfijmutim elektronu analytem za vzniku radikalu kationtu [M"*], nebo aniontu [M*]. Dalsi
moznosti je pfidani nebo odebrani protonu za tvorby aduktovych kationtt [M+H]* &i aniontd
[M-H]". Pro méfeni hmotnostni spektrometrii je ionizace je vyzadovana, protoze pohyb iontt
muze byt usmériovan aplikovanim elektrickych ¢i magnetickych sil. Energie a rychlost iont
mohou byt kontrolovany, coz usnadiiuje jejich separaci a detekci (Dass 2007). Iontové zdroje
muzeme podle mnozstvi doddvané energie rozd¢lit na ,,tvrdé* a ,,mekké*. Nadmira prevedené
energie muze zpusobit fragmentaci molekuly a tvorbu radikélt, coz je pfipad ,tvrdych*
iontovych zdroji. Pro analyzu nukleovych kyselin maji v§ak vyznam pouze ,,m¢kké™ zdroje,
které zachovaji pivodni strukturu molekuly tvorbou aduktli, a proto jim budou vénovény

nasledujici odstavce (Friedecky 2012).
3.2.1. lonizace elektrosprejem

lonizace elektrosprejem (ESI) je technika, ktera pievadi latky rozpusténé v roztoku na ionty
vV plynné fazi a ty jsou nasledné detekovany hmotnostni spektrometrii (ESI-MS). ESI je
pomérné univerzalni technika ionizace, zvlada ionizaci polarnich molekul jako jsou nukleosidy,
nukleotidy ¢i oligonukleotidy (Fenn 1989). Umoziuje ionizaci i velkych biomolekul jako jsou
proteiny ¢i nukleové kyseliny. ESI-MS je idealni metodou pro detekci analytl z vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC) nebo kapilarni elektroforézy (CE). ESI-MS nachazi vyuZiti
V biochemickém, biomedicinském a farmakologickém vyzkumu. Na vyznam ESI-MS
poukazala Nobelova cena, kterou ziskal v roce 2002 John Fenn, jenZ byl hlavnim vyvojafem

této metody (Gross 2011, Dass 2007, Tretyakova et al. 2013).

Ionizace probihd aplikaci silného elektrického pole (napéti 1-5 kV) do vodivého hrotu
¢i nerezové kapilary nebo piimo do kapaliny skrz spojeni kapalina-kapalina (Bruins 2010).
Proces produkce iontl v plynné fazi zahrnuje nékolik kroki, mezi neZ patii produkce nabitych
kapicek aerosolu na hrotu elektrosprejové kapilary, do které vstupuje roztok (napt. mobilni faze
s analyty). Tvorba aerosolu je podporovédna koaxialn¢ proudicim zmlZujicim plynem (suchy
N2). Dalsim krokem je zmensSeni nabitych kapi¢ek odpatrovanim rozpoustédla proudem plynu
o zvySené teploté, ¢imz se zmenSuje jejich povrchovy néboj, ktery je nakonec piekonan
Coulombickym odpuzovanim, ¢imz dochazi k explozi kapicky. Opakovany rozpad kapicek

vede nakonec kvelmi malym vysoce nabitym kapickam, zjejichz povrchu jsou ionty
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uvolnovany do plynné faze. Tyto kroky probihaji v regionu atmosférického tlaku aparatury

(Cole 2010, Banerjee a Mazumdar 2012, Tretyakova et al. 2013).
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Obr. 7 lonizace elektrosprejem
Ptejato a upraveno z: (Friedecky 2012)

Nekteré z ionth vytvorenych v predeslych krocich vchéazi do vakuovaného regionu
aparatury vedouciho k hmotnostnimu spektrometru malym otvorem nebo vzorkovaci kapildrou.
Tyto ionty jsou nashromazdény spole¢né s molekulami rozpoustédla a dalsich aditiv a jsou
podrobeny tepelnému ocisténi v zahtaté kapilare vedouci do ¢astecného vakua v prvni komote
a kolizni aktivaci diky rozdilu potenciali vynucenému mezi koncem vzorkovaci kapilary
a sbérac¢em vedoucim do druhé vysokovakuové komory, ve které se nachazi i hmotnostni

spektrometr (Cole 2010).

Pouziti suSiciho plynu a zahtaté kapilary mtize ovlivnit robustnost systému a snizit
stupent hromadéni iontli. Pfenos iontl analytu z rozpoustédla do plynné faze neni energeticky
proces, avsak desolvatacni proces pomérné efektivné chladi jizZ zminéné ionty v plynné fazi.
TudiZ ionty analytu snizkymi vnitfnimi energiemi jsou vpuStény do hmotnostniho
spektrometru ze sondy ESI, pfiemz struktura analytu za vhodnych podminek zistava

nedotcena, analyt tedy neni fragmentovan (Banerjee a Mazumdar 2012).

Konverze iontd v kapalné fazi na plynnou je kompetitivni proces v diisledku omezeného
prostoru a naboje mozného na nabitych kapickach. Takto mohou ostatni komponenty vzorku
pfitomné v fadové vysSich koncentracich vytvafet konkurencni ionty (interferovat) nebo

dokonce utlumit ionizaci analytu. Tento fenomén je zndm jako utlumeni tvorby iontl (ion
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suppression) a bézné je pozorovan pii stopové ESI analyze. Purifikace vzorku a jeho separace
od slozek snizujicich iontovy vytézek napt. pomoci HPLC zajisti optimalni ionizaci analytu

elektrosprejem a tim i citlivost MS detekce (Friedecky 2012, Tretyakova et al. 2013).

ESI mtze byt podle polarity napéti na néj ukladdané zdrojem protonovanych
I deprotonovanych iontd. Nukleové kyseliny jsou polyanionty diky své zaporné nabité
fosfatové kostie, jsou tedy analyzovany v reZimu zépornych iontl, podobné¢ tomu je tak
i U nukleosid monofosfata (Kim et al. 2005). Naopak nukleové baze a nukleosidy jsou typicky
analyzovany v rezimu pozitivnich iont. V ojedinélych piipadech muze adukt nukleové baze
obsahovat silny elektron odebirajici substituent jako je napf. dusik, v tomto piipad¢ je

preferovan zaporny iontovy rezim (Tretyakova et al. 2013).

Jednou z variant je ionizace nanosprejem, coz je verze ESI s velmi malym prutokem
(20-50 nl/min) (Wilm and Mann 1996). Toto snizeni prutoku bylo docileno vyménou jehly
spreje za kapilarku z borosilikatového skla o priméru nékolika mikrometrt. Aplikuje se napé&ti
0,7-1,1 kV. Zatimco obvykly ESI produkuje pocatecni nabité kapky o priméru 1-2 pm,
nanosprej produkuje nabité kapky o priméru mensim nez 200 nm, to znamend, Ze objem
produkovanych kapicek je 100x az 1000x mensi nez u béznych elektrospreji. Pro tuto techniku
je vhodné pouziti velmi malych koncentraci a objemil vzorku, coz je zaroven 1 jeji vyhodou,
nevyhodou je naopak nizka robustnost. Nano-ESI zvysil toleranci k vodnym roztoktim a jejich

kontaminaci solemi (Banerjee a Mazumdar 2012).
3.2.2. Desorp¢ni ionizace laserem za asistence matrice

Desorp¢ni ionizace vzorku laserem za asistence matrice (MALDI) je Siroce pouzivanou
technikou ionizace, ktera je vhodna pro celou fadu biomolekul mezi néz patii napt. proteiny
a mimo jiné i oligonukleotidy a nukleové kyseliny. Za vyvoj této techniky ziskal v roce 2002
K. Tanaka Nobelovu cenu. UmoZiiuje ,,mékkou* ionizaci produkujici primarné pozitivné nebo
zaporn¢ nabité ionty. Vzorky jsou pfipravovany smichanim s nadbytkem organické matrice,
vysuSenim a jejich spole¢nou krystalizaci. Molekuly analytu jsou pak zasazeny v matrici a jsou
od sebe dokonale izolovany. Matrice absorbuje UV nebo IR zafeni a laser s prislusnou vinovou
délkou pak zasdhne vysuSenou vykrystalizovanou smés analytu s matrici. Absorbovana energie
se méni na teplo, ¢imZz dojde k odpafeni matrice a zaroven K desorpci a ionizaci vzorku.
Soucasné dochazi k ionizaci matrice, ktera predava naboj analytu. Cely proces probiha obvykle

ve vakuu (Hoffmann a Stroobant 2007, Dass 2007).

33



,Desorpce nebo ,,ablace mize byt charakterizovana jako fazovad zména v zavislosti
na hustoté energie ulozené laserem. Desorpce je charakterizovana hladkym ptechodem z pevné
latky na plyn na povrchu vzorku. Pfi ablaci je vzorek piehfaty a dochazi k nukleaci
pod povrchem, coz zpusobuje ,,fazovou explozi.“ To uvolni kondenzovany material, ktery

muze byt zachycen a ptimo zobrazen (Cole 2010).
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Obr. 8 Desorpéni ionizace laserem za tiasti matrice
Piejato a upraveno z: (Friedecky 2012)
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jsou typicky organické kyseliny obsahujici chromofor, ktery absorbuje zéafeni o vinové délce
pouzitého laseru. Matrice absorbuje energii z laserového pulsu, usnadiuje ionizaci analytu
a zaroven jej chrani pied poskozenim radiaci (van den Boom et al. 2007). Preferovana matrice
pro analyzu DNA je 3-hydroxypikolinova kyselina (3-HPA) (Nordhoff et al. 1994), zatimco
pro RNA to je smés 2,3,4- a 2,4,6-trihydroxy-acetofenonu nebo 3-HPA (Zhu et al. 2002).
Dal$imi matricemi mohou byt 2,5 dihydroxybenzoova kyselina, kyselina nikotinovd nebo

glycerol (Bourcier 2002, Tretyakova et al. 2013).

Oproti ostatnim iontovym zdrojim fungujicim kontinualn€é, MALDI je pulzni ioniza¢ni
technika produkujici ionty ve svazcich nesouvislym procesem. Je proto vhodné spojeni MALDI
a TOF-MS, protoze poté probiha jak ionizace, tak analyza pulzn¢€. Avsak MALDI miize byt
spojena i S ostatnimi hmotnostnimi analyzatory jako jsou iontové pasti nebo hmotnostni

spektrometry s Fourierovou transformaci (napt. Orbitrap) (Hoffmann a Stroobant 2007).
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3.2.3. Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) je dalsi mozZnosti ,,mékké* ionizacni
techniky. Pouziva se instrumentalni spojeni s kapilarni elektroforézou nebo vysokotlakou
kapalinovou chromatografii. Roztok analytu z HPLC nebo CE je pieveden do plynné faze
Vv zahtfatém zmlzovaci s pomoci susiciho plynu (typicky dusik). Molekuly rozpoustédla jsou
ionizovany, kdyZz prochazeji koronarnim vybojem generovanym vysokym napétim
aplikovanym na kovovou jehlu (Thomson 2007). Nasledné dochazi k ionizaci molekul
analytu ptenosem naboje z molekul rozpoustédla na molekuly analytu. APCI umoziuje
ionizace i mén¢ polarnich latek. Také umoziuje pouziti stejnych pufri jako pro CE separace
(Mol 2005). APCI je navic tolerantni k pfitomnosti povrchov¢ aktivnich latek, které mohou
napf. u ESI interferovat. lonizace v plynné fazi navic umoznuje vyssi prutok HPLC. Avsak
protoze k analyze DNA si vysta¢ime s ionizaci elektrosprejem, je APCI pouzivana jenom
ojedinéle ve vyjimecnych ptipadech, kdy je potieba vyssi pratok HPLC (Tretyakova et al. 2013,
Norkova a Jaklova 2013).

3.3. Hmotnostni analyzatory

lonty vplynné fazi produkované iontovym zdrojem jsou pievedeny do hmotnostniho
analyzatoru, kde jsou separovany podle m/z poméru. Je vSak tfteba zminit, Ze vicenasobné nabité
ionty pfedstavuji pouze Cast jejich skute¢né hmotnosti, protoze ta je vztazena k jednotkovému
naboji. Separace iontd podle jejich m/z poméru mohou byt zalozeny na riznych principech.
VSechny analyzatory vSak vyuZivaji statického nebo dynamického elektrického a magnetického
pole samostatné ¢i v kombinaci. Neméné dulezitou funkci hmotnostniho analyzatoru je
fokusace separovanych iontt na jedno misto sméfujici k detektoru (Dass 2007, Hoffmann
a Stroobant 2007).

Hmotnostni analyzatory mlzeme dé€lit na skenovaci, které vysilaji ionty rtznych
hmotnosti postupné, ale umozni analyzu pouze v urcitém rozmezi m/z. Mezi né patii
magnetické sektorové analyzatory nebo quadrupdly. Ostatni analyzatory umoziuji analyzu
vSech iontll soucasn¢, napiiklad disperzni magneticky analyzator, TOF, iontové pasti,

cyklotronova rezonance nebo orbitrap (Hoffmann a Stroobant 2007).

V soucasnosti je komeréné dostupnych jiZ mnoho typl analyzatort ¢i dokonce jejich
kombinaci n¢kdy oznacovanych také jako ,hybridni* analyzatory. Kazdy analyzator ma své

vyhody i nevyhody a hodi se vice pro kvalitativni nebo pro kvantitativni analyzu. Vyse zminéné
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»hybridni® analyzatory potom tézi z kombinace vyhod, coz zvySuje efektivitu analyz

(Hoffmann a Stroobant 2007, Tretyakova et al. 2013).
3.3.1. Kvadrupdlovy hmotnostni analyzator

V soucasnosti je kvadrupol pravdépodobné nejvice rozsifenym hmotnostnim analyzatorem,
a to 1 diky jeho relativné nizsi potizovaci cené. Jedna se o kombinaci Ctyt paralelnich kovovych
ty¢€i, na které je ptivedena kombinace stiidavého a stejnosmérného napéti (protistojné elektrody
maji vzdy stejnou polaritu) formujici tak elektromagnetické pole umoznujici prachod ¢i filtraci
specifickych ionti skrz stfedovy prostor aparatury. Napéti aplikované na pary ty¢i mize byt
nastaveno, aby aktivovalo jen ionty spadajici do izkého rozpéti poméru molekulové hmotnosti
Kk naboji (M/z) zajist'ujici tak stabilni drahu (Boyd et al. 2008). Tyto ionty jsou schopny projit
kvadrupdlovym hmotnostnim filtrem. Ostatni ionty S nestabilni trajektorii se k detektoru
nedostanou. Tento rezim se vyuziva pro citlivou kvantifikaci pfedem zvolenych latek.
Nicmén¢, kontinudlni zmény elektrického pole umoziuji proméfit vSechny ionty vzniklé
Vv iontovém zdroji, avSak za cenu nizsi citlivosti (Dass 2007, Friedecky 2012, Tretyakova et al.
2013).

ionty s nestabilni trajektorii ionty se stabilni
Q <

- = trajektorii

ionty @ . o .

ze zdroje ® do detektoru
Q ——

Obr. 9 Kvadrupolovy analyzator
Piejato a upraveno z: (Friedecky 2012)

Jednou z moznosti uspotadani jsou trojité kvadrupély (Q102Qs) obsahujici dva filtrujici
kvadrupdly (Q1 a Qs), které pracuji jako hmotnostni analyzatory. Mezi nimi je tfeti kvadrup6l
(92) slouzici jako kolizni cela. Tyto analyzatory se hodi pro tandemovou hmotnostni
spektrometrii (MS/MS). Kolizni cela je naplnéna inertnim plynem (Ar nebo N2) a funguje pouze
Vv rezimu radiové frekvence umoziujici pfenos vSech iontd. Ionty ve specifikovaném rozmezi
(m/z) opousti prvni kvadrupol a jsou urychleny elektrickym polem. Po vniknuti do kolizni cely
se sraZi s inertnim plynem, coZ ma za nasledek zvySeni vnitini energie ionti a St€peni slabSich
vazeb. Vysledné fragmenty iontli opousti kolizni celu a jsou analyzovany ve tietim kvadrupdlu
(Qs). Trojity kvadrupdl je Siroce pouzivanym analyzatorem pro kvantitativni analyzu. Je velmi
popularni diky jeho selektivité, senzitivité, velkému dynamickému rozpéti pii analyze
biologickych matric, relativné levné cené a snadné obsluze (Friedecky 2012, Tretyakova et al.
2013).
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3.3.2. Pruletovy analyzator

V priletovém analyzatoru (TOF) jsou ionty v pulzech akcelerovany elektrickym polem
do dlouhé vakuované trubice, kde se pohybuji smérem k detektoru. JelikoZ ionty s vy$si m/z
putuji pomaleji nez ionty s niz§i hmotnosti, rozdé€li se v prostoru podle jejich rychlosti. Hodnota
m/z je vypoctena ze zjiSténych Casi letu mezi zdrojem a detektorem. Praletové analyzatory
mohou nabidnout lepsi rozliSovaci schopnost iontdl neZ analyzatory kvadrupodlové. Casto se
vyuziva uspotadani za pouziti tzv. reflektronu (iontového zrcadla), které otaci smér letu o témet
180°, ¢imz se prodlouzi draha i doba letu. Zaroven se tim kompenzuji rozdily v hodnotach
kinetické energie iontll dané latky, coz vyznamné zlepSuje rozliSeni iontl. TOF analyzatory
mohou byt spojeny s MALDI nebo ESI iontovymi zdroji (Boyd et al. 2008). TOF analyzatory
prosly v poslednich letech vyznamnym vyvojem. Pro svou citlivost a pfesnost se pouziva
na kvalitativni analyzy, av§ak hybridni pfistroj slozen z kvadrup6lového hmotnostniho filtru,
kolizni cely a TOF hmotnostniho analyzatoru (QqTOF) se d& pouzit i pro kvantitativni analyzu,
citlivosti se v8ak nevyrovna trojitému kvadrupolu (Lacorte et al. 2006, Friedecky 2012,
Tretyakova et al. 2013).

pulzni akcelerator detektor
: ) )
ionty
o — || /
ze zdroje |”

priletova trubice ve vakuu

reflektron

Obr. 10 Pruletovy analyzator
Ptejato a upraveno z: (Friedecky 2012)
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3.3.3. Iontové pasti

Iontové pasti (linearni nebo sférické) vychytavaji a shromazd’uji ionty vV ohrani¢eném prostoru.
Shromazdéné ionty mohou byt z iontové pasti selektivné vyfazeny a detekovany podle jejich
m/z hodnoty. Fragmentacni spektra iontd mohou byt ziskdna vyfazenim vSech ostatnich iontl
mimo sledované rozmezi m/z (Dass 2001). Nasleduje fragmentace vybranych iontu kolizi
s okolnim plynem (He) a poté hmotnostni analyza vyslednych iontovych fragmentti. Tento
proces shromazd’ovani a fragmentace ionti muze byt opakovan nékolikrat umoziujici tak zisk
fragmenta¢niho hmotnostniho spektra (MS?). Iontové pasti jsou vykonnym nastrojem
kvalitativni analyzy, Vv kvantitativni analyze tradiéné¢ pouzivany nejsou, nabizi vSak lepsi
moznost identifikace pii opakované fragmentaci prekursori vedouci k zisku nap¥. MS® spektra.
Vyuziti nachazi ve zjistovani napt. struktur DNA aduktii ¢i DNA sekvenovani (Goodenough
et al. 2007, Tretyakova et al. 2013).

3.3.4. Orbitrap

Tento analyzator nabizi vysoké rozliSeni i vysokou piesnost uréeni hmoty. Orbitrap je dostupny
nejcastéji v kombinaci s kvadrupdlem nebo linearni iontovou pasti. Orbitrap je analyzator
odchytavajici elektrony, sklada se z centralni a vné&jsi elektrody. Diskrétni balicky elektront
0 specifické energii jsou vneseny mezi tyto elektrody a jsou mezi nimi zachyceny pouZitim
elektrostatického pole. lonty vSech m/z hodnot cirkuluji v kruhové orbité okolo osy z, pfi¢emz
frekvence jejich oscilace (@) je zavisla na jejich m/z hodnotach: ® = [(z/m) x k]¥?, kde
K je konstanta zavisla na sile pole. Tontové oscilace jsou detekovany jako obraz proudu
a do hmotnostniho spektra jsou pfevedeny Fourierovou transformaci (Makarov 2000). Orbitrap
je vykonny hmotnostni analyzator vynikajici rozliSenim, piesnosti a dynamickym rozpétim.
Tento pfistroj se diky své vysoké citlivosti skvélému poméru signal/Sum hodi napf.
pro komplexni vzorky obsahujici stopové mnoZstvi DNA adukti v nadbytku normalnich

nukleotidi (Sangaraju et al. 2012, Hu et al. 2005, Tretyakova et al. 2013).
3.3.5. Tandemové usporadani

Tandemové usporadani (MS/MS) obecné zahrnuje alesponn dvé faze hmotnostni analyzy bud’
ve spojeni s disociaénim procesem nebo chemickou reakei, ktera méni hmotnost nebo néboj
iontu. Bé€zn¢ byva prvni analyzator pouzivany k isolaci prekursora iontu, které jsou potom
fragmentovany za vzniku produktovych iontd a neutralnich fragmenti. Druhy analyzator pak
tyto produktové ionty analyzuje. Je vSak mozné rozsifit analyzu o dal$i krok selekce iont

ze ziskanych fragmentl a az poté analyzovat fragmenty poslednich selektovanych iontt.
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Takova analyza se pak oznaduje jako MS/MS/MS nebo MS3, pficemz pocet krokti miize byt
navySen na MS" (Hoffmann a Stroobant 2007).

RozliSujeme tandemovou MS v prostoru a v case. Tandemovd MS v prostoru
predstavuje spojeni alesponn dvou hmotnostnich analyzatorii. Nejcastéji se pouziva spojeni tii
kvadrupoli (QqQ) nebo také kombinace quadrupdlu a TOF (QqTOF) nebo dvou TOF
(TOF/TOF). Tandemova MS v ¢ase piedstavuje pouze jeden analyzator provadéjici kroky
selekce, aktivace 1 analyzy postupné na jednom misté, napiiklad iontovd cyklotronova

rezonance s Fourierovou transformaci (FT-ICR) (Gross 2011).

Vyvoj vysokoucinné tandemové hmotnostni spektrometrie spoleéné s ESI ¢i MALDI
dal vzniknout jednomu z nejvykonngjsich analytickych nastroji v medicing, farmacii a dalSich
védach. Tandemova hmotnostni spektrometrie je zndma jako senzitivni, pfesny a univerzalni

analyticky nastroj (Schiirch 2016).
3.4. Detektory

Ionty, které prosly hmotnostnim analyzatorem jsou nasledné detekovany a prevedeny na signal,
ktery mize byt zobrazen na monitoru v digitalni formé&. Detekce iontd je vzdy zalozena na jejich
naboji, hmotnosti nebo rychlosti. ITontové detektory mohou byt rozdéleny do dvou tiid
(Hoffmann a Stroobant 2007).

Do prvni tfidy jsou fazeny detektory, které zaznamenavaji vSechny ionty bez ohledu
nam/z. Nékteré jsou zalozeny na pifimém méfeni proudu vznikajiciho, kdyz iont narazi
na povrch a je neutralizovan. Pfikladem miiZze byt Faradayliv pohar. Ostatni detektory jsou
zalozeny na pifenosu kinetické energie iontd kolizi s povrchem, ktery generuje sekundarni
elektrony. Protoze mnozstvi iontil vychazejici z hmotnostniho analyzatoru je obecné dost malé,
k ziskani pouzitelného signalu je nutné podstatné zesileni. Toho mtze byt docileno pomoci
elektronovych nasobici, které zesiluji elektrony pomoci sady dynod. Dal§i moznosti je
kontinualni dynodovy nasobi¢ tzv. ,,channeltron* (Hoffmann a Stroobant 2007, Friedecky
2012).

Do druhé tfidy jsou tazeny detektory schopné zaznamenavat ionty piimo uvniti
analyzatoru pomoci paru kovovych desticek umisténych blizko iontovych trajektorii. Do této
skupiny patii hmotnostni analyzatory jako je FT-ICR nebo orbitrap. Ionty jsou detekovany jako
»proudovy obraz* vSech pfitomnych iontd na pfipojené desticky. Signdl je poté zpracovan

Fourierovou transformaci (Hoffmann a Stroobant 2007, Friedecky 2012).
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Obr. 11 Detektory
Pfejato a upraveno z: (Friedecky 2012)

3.5. Metody analyzy nukleovych Kkyselin pomoci hmotnostni

spektrometrie

Prvni zminky analyzy monomeri nukleovych kyselin sahaji az do 60. let 20. stoleti,
kdy Biemann a kolegové provedli analyzu nukleosidd a nukleotidii pomoci MS s elektronovou
ionizaci. Tato technika se ukazala byti velmi pfesna a citlivd u analyz organickych mén¢
polarnich latek s nizs§i molekulovou hmotnosti, avsak nebyly k dispozici dostate¢né Setrné
ioniza¢ni techniky, které by zvladly analyzu vétSich, netékavych a tepelné senzitivnich
oligomerti. Pokrok byl zaznamenan pouZzitim desorp¢ni ionizace ¢i ionizace rychle rychlymi
atomy, tyto techniky pomohly uréovat sekvence oligonukleotidi az po 10-mery. V 80. letech
20. stoleti byl objeven velky potencial MS/MS pro ur¢ovani sekvence oligonukleotidii. Poté jiz
byly predstaveny MALDI a ESI a zapocal vyvoj modernich vykonnych analyzatort, které
znaéné€ urychlily pokrok nejen v urovani molekulové hmotnosti, ale i detailnich struktur.
Zakladni piehled pouziti ESI a MALDI v analyze nukleovych kyselin poskytl Nordhoff
(Schiirch 2016).

3.5.1. Hmotnostni spektrometrie oligonukleotidi s ionizaci elektrosprejem

ESI-MS/MS s vyuzitim trojitého kvadrupolu ¢i FT-ICR jako hmotnostnich analyzatori se
vyuzivaji mimo jiné k sekvenovani oligoDNA ¢i RNA molekul. Diky pfesnému urceni hmoty
je mozna i analyza modifikovanych nukleovych bazi ¢i oligpDNA s methylfosfatovou kostrou.
Naptiklad s vyuzitim FT-ICR hmotnostniho analyzéatoru bylo mozné urcit strukturu DNA 50-
meru a presnou pozici mutace jediné nukleové baze (Little et al. 1995). Tento vysledek byl
ziskan pouzitim MS/MS & MS? s pouzitim infragervené multifotonové disociace (Nordhoff et
al. 1996).
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Skenovaci opera¢ni méd ESI-MS s kvadrupolovym analyzatorem se hodi pro piimé
spojeni s chromatografickou separaci ¢i CZE. Nukleazami nastépené brzlikové DNA byly
pomoci CZE separovany a nasledné byla provedena detekce vSech moznych dinukleotidl, coz
umoznilo odvozeni vzorcli modifikovanych oligomert az po 5-mery. Dalsim ptikladem je také
analyza rentgenovym zafenim poskozenych DNA 4-merd. Ty byly analyzovany pomoci HPLC
separace s naslednou kapilarni isotachoforézou a ESI-MS ¢i ESI-MS/MS (Zhao et al. 1995).
Vyvolané zmény bazi tak bylo mozno identifikovat i v minoritnim zastoupeni (Nordhoff et al.
1996).

ESI-MS je také velice vhodna pro studium nekovalentnich komplexii zahrnujicich
nukleové kyseliny, protoze poskytuje Setrnou ionizaci ptimo z vodné faze. V tomto piipadé¢
byly tspésné analyzovany komplexy dsDNA s anatibiotikem distamycinem a nékolika
ptechodnymi kovy. Dale byly vySetieny sekvenéni pozadavky pro vazbu antibiotika
aktinomycinu D na ssDNA pomoci ESI-MS. Zvlastnim pfipadem je také analyza komplexu
DNA s proteiny (Cheng et al. 1996), napi. komplexy mezi ds-oligopDNA nesouci specificky
vazebny motiv pro PU.1 transkripéni faktor a proteinem byly uspéSné detekovany

I v dvacetinasobném piebytku nespecifickych oligopDNA (Nordhoff et al. 1996).

McCloskey a kolegové zavedli metodu analyzy posttranskripénich modifikaci v RNA
(Kowalak et al. 1993), ktera je zalozena na enzymatickém §tépeni RNA molekuly, nasledné
HPLC separaci a ESI-MS analyze. Kombinace informaci z jednotlivych kroki umoznuje urdit
lokalizaci dané modifikace. Tato metoda je pouzitelnd pro vSechny kovalentni strukturalni
modifikace zahrnujici zménu v molekulové hmotnosti. K uréeni druhu modifikace je dana
frakce z HPLC podrobena enzymatické hydrolyze za tvorby nukleosidu, které jsou poté
analyzovany pomoci kapalinové chromatografie spojené s ionizaci termosprejem a hmotnostni
spektrometrii. Toto uspofddani bylo aplikovdno pro urceni post-transkripénich modifikaci
VtRNA a rRNA zriznych organismi. Tato metoda byla dale vyvinuta aplikaci ¢astecné
degradace exonukleaz na frakci 0ligoRNA z HPLC nasledované ESI-MS (Nordhoff et al.
1996).

Ze soucasnych metod vyuZzivajicich enzymatické Stépeni je mozné zminit napf.
charakterizaci kratkych RNA pomoci LC-ESI-MS/MS. Oproti béznym metodam jako jsou
DNA c¢ipy, biosenzory, kvantitativni PCR v realném c¢ase ¢i northern blot, LC-ESI-MS/MS
dokaZe navic analyzovat modifikace v kratkych RNA. Touto metodou byly vySetfovany
modifikace v kratkych RNA skladajicich se z 16-28 nukleotidii. Po efektivni izolaci
a neutralnim $tépeni RNA probiha vlastni LC-ESI-MS/MS analyza. Tato metoda umoznila
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detekovat 57 riznych typt nukleosidovych modifikaci a bylo objeveno 24 modifikaci
v kratkych RNA (16-28 nukleotid() v lidskych buiikach, coz nabizi novy rozsah studia funkci
ncRNA u savct. Navic byl objeven demethyla¢ni ti¢inek proteinu FTO (s obezitou asociovany

protein) na methylované modifikace adenosinu v kratkych RNA (Lan et al. 2018).

Dale muze byt MS vyuzita ke kvalitativni i kvantitativni analyze DNA modifikaci jako
jsou napft. epigenetické methylace ¢i jiné modifikace cytosinu nebo modifikaci zpisobenych
karcinogeny ¢i chemickym poskozenim DNA zahrnujici alkylaci, oxidaci, deaminaci ¢i cross-
linking. Konkrétnim pifikladem pro kvantitativni analyzu muze byt napt. HPLC-ESI-MS/MS,
misto ESI mtize byt pouzita také APCI. Tyto DNA adukty ¢i modifikace mohou zptisobovat
mutace a hromadéni mutaci v genech kontrolujicich bunéény rist pravdépodobné zpisobuje
rakovinu. Tvorby DNA adukti miZe byt tedy vyuZito napt. ke kvantifikaci reparacnich systému

¢i k posouzeni potencialu genetického poskozeni (Tretyakova et al. 2013).

3.5.2. Hmotnostni spektrometrie oligonukleotidi s desorp¢ni laserovou

ionizaci za ucasti matrice

Velky potencial MALDI-MS pro sekvenovani nukleovych kyselin byl znam jiz v devadesatych
letech 20. stoleni. Pomoci MALDI-FT-ICR-MS byla uréena sekvence Sesti nukleotidi
v oligodeoxyribonukleotidu. DNA sekvenovani bylo provadéno na zakladé enzymaticky di-
deoxyribonukleotidové terminace, kde jsou vysledné produkty separovany elektroforeticky
na polyakrylamidovém gelu. Tento proces je velmi Casové narocny a zdrojem chyb diky
nedostatecné separaci. MALDI-MS byla navrzena jako vhodna alternativa (Nordhoff et al.
1996).

Pomoci MALDI-TOF byly sekvence obsahujici thymidin nejlépe analyzovany
V negativnim iontovém modu, navic bylo mozné analyzovat oligonukleotidy do velikosti
20 bazi. Poté byla predstavena 3 - hydroxypikolinova kyselina (3-HPA) jako vhodné matrice
pro analyzu DNA v positivnim iontovém modu, ¢imz zapocal rozmach této metody (Wu et al.
1993). Déle se musely fesit problémy jako depurinace delSich DNA fragmentt a tvorba aduktii
DNA se sodikem a draslikem, coz vedlo ke zkreslenym vysledkiim pii analyze nad 50 bazi.
Tento problém se dal fesit nékolika zpiisoby, avSak klicovym feSenim bylo ptfidani amonnych
iontll pii ptipravé matrice (Pieles et al. 1993). DalSim dtlezitym krokem v rozvoji sekvenovani
oligonukleotidii bylo jejich ¢astecné nasStépeni exonukleazami od 5°- a 3’- konce s detekci

pomoci MS (Nordhoff et al. 1996).
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V roce 1995 zaznamenala technika MALDI-TOF zna¢ny pokrok integraci zpozdéné
extrakce, coz dramaticky zvysilo rozliSeni hmotnostniho spektra (Vestal et al. 1995). DalSim
problémem byla analyza mutaci — jedno-nukleotidovych polymorfismu (SNPs) (Haff
a Smirnov 1997). Pfi hmotnosti molekuly kolem 6000 Da bylo nemozné rozlisit jednu zménu
(napf. z T na A je zména 9 Da). Toto bylo feseno pouzitim nékolikanasobného prodlouzeni bazi
se specifickym zakon¢enim. Tim byly mutacni alely oddéleny (Little et al. 1997). Po uvedeni
této techniky byla zahajena kampan na analyzu mutaci pomoci MALDI-TOF-MS. Bylo
zjisténo, ze SNPs se bézné vyskytuji v lidskych a dalSich genomech. Za posledni desetileti se
MALDI-TOF zacal pouzivat i pii molekularni haplotypizaci, analyze metylaci, expresnimu
profilovani ¢i detekci mutaci (Gut 2004).

3.5.3. Analyza DNA a RNA pomoci MALDI-TOF-MS

Nebunécna fetalni DNA a RNA vyskytujici se v plazmé ¢i séru t€¢hotnych Zen nabizi nové
moznosti studia chorob ¢i abnormalit spojenych s té¢hotenstvim. Stejné¢ tak nadorové buiky
mohou uvoliiovat DNA a RNA, které mohou byt pouzity k diagndézam, progn6ézam
¢1 monitorovani. Nicméné tyto DNA a RNA jsou zastoupeny vétSinou ve velmi nizkych
koncentracich, navic jsou analyzy komplikovany DNA a RNA vypuSténymi z bunék. MALDI-
TOF-MS je schopna kvantitativni, specifické a senzitivni analyzy téchto nukleovych kyselin

(Ding a Lo 2006).

Klinicky vyznamna je detekce fetalni specifické DNA a RNA pomoci MALDI-TOF.
Napiiklad urceni fetalniho RhD faktoru je uzitecné pii zachazeni s RhD senzibilizovanou
t€hotnou zenou (Lo et al. 1998). Velké piesnosti bylo dosazeno v klinickych podminkach
pro RHD (gen kodujici RhD antigen) genotypovani (Gautier et al. 2005). Je relativné leh¢i
detekovat fetalni specifické DNA sekvence jako je SRY (gen ur€ujici pohlavi na chromozomu
Y) a RHD geny, pokud t€hotna Zena nema homologni sekvence. V mnoha situacich jako je B-
thalasémie nebo cysticka fibroza jsou fetalni sekvence v piebytku virtualné identickych
matefskych sekvenci, kterych mize byt vice nez 99 % z celé¢ nebunécné DNA v plasmé, coz
ztézuje detekci fetalni DNA. U téchto detekci je potfeba vyssi specifity, ¢imz se vSak snizuje

citlivost (Ding a Lo 2006).

MALDI-TOF se zacala také Siroce pouzivat pro genotypizaci mutaci — SNPs (Tang et
al. 1999). DNA sekvence jsou nejprve amplifikovany pomoci PCR, poté jsou piebytecné
nukleotidy odstranény alkalickou fosfatdzou. Nasleduje reakce prodlouzeni primerti, ktera

umoziuje rozli§it mezi mutovanymi a normalnimi alelami. Primer se vaZze na DNA hned vedle
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mista mutace. Poté je pfidana smés di-deoxynukleotidi a deoxynukleotidl, které vytvaii
s mutovanymi alelami produkty s jinou molekulovou hmotnosti. MALDI-TOF umoziuje velmi

ptresné uréeni molekulovych hmotnosti DNA o rozli$eni nékolika Daltoni (Ding a Lo 2006).

Dalsi klinické vyuziti nachazi MALDI-TOF napt. v ur€eni koncentrace nebunééné DNA
v matetské plasmé. Naptiklad fetadlni DNA je n¢kolikanasobné zvySena pfi preeklampsii, ktera
postihuje 6-8 % téhotnych zen. Zvysena nebunétna DNA byla také zpozorovana u jistych
aneuploidii a jinych komplikaci spojenych s t€hotenstvim (Ding a Lo 2006).

3.5.4. Sekvenovani 0ligoRNA pomoci kyselé hydrolyzy a MALDI-TOF-MS

RNA ss i ds oligonukleotidy za pfitomnosti silnych kyselin (pH 1-2) podléhaji hydrolyze
fosfodiesterovych vazeb na 5" konci ribozy. Tyto degradacni produkty mohou byt analyzovany
pomoci MALDI spojené s Orbitrapem disponujicim vysokym rozliSenim. Z rozdila
molekulovych hmotnosti mezi piky mize byt urena sekvence. Nizkd ucinnost Stépeni
na koncich fetézcti vede ke vzniku dimert a trimerd, které mohou byt identifikovany pomoci
MS/MS. Touto cestou mohou byt urovany sekvence ds i ss ¢asti SIRNA 21-meru. Tato metoda
muze byt pouZita i k identifikaci RNA modifikaci jako je napt. 2"-methoxyriboza na fosfatové

kostie (Bahr et al. 2009).

44



4. ZAVER

Hmotnostni spektrometrie je velmi vSestrannym analytickym nastrojem pouzivanym v mnoha
analytickych odvétvich. Vyvoj Setrnych ionizacnich technik jako je ESI a MALDI spolecné
s vyvojem modernich hmotnostnich analyzatort umoznil hlubokou analyzu nukleovych
kyselin. Jednotlivé analyzatory maji své vyhody i nevyhody, proto jejich volba zavisi také
na cilech analyzy. Metody analyz DNA a RNA pomoci MS vynikaji oproti jinym metodam
vysokou piesnosti, citlivosti, specifitou, selektivitou, robustnosti a zejména vysokou rychlosti.
Nicméné soucasti téchto metod jsou také bézné izolacni a purifikacni kroky. Podle potieby je
zahrnuto také enzymatické Stépeni. MS muize byt navic spojena s kapilarni elektroforézou ¢i
vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii, coz dodava jeste¢ veétsi selektivitu a presnost
analyz. Velmi Casto je pouzivana tandemova MS, ktera je vhodna pro pfesné ur€eni identity
a sekvence RNA a DNA molekul. Velké vyuziti nachazi v analyze modifikaci nukleovych
kyselin napf. v uspofadani HPLC-ESI-MS/MS. Dalsi velmi rozsifena uspotfadani s Sirokym
uplatnénim jsou napi. MALDI-TOF-MS nebo také ESI-TOF-MS. MS nachazi celou fadu
klinicky vyznamnych uplatnéni v kvalitativni i kvantitativni analyze DNA i RNA. Typickym

ptrikladem muze byt priikaz genu ¢i analyza mutaci, které casto vedou ke vzniku onemocnéni.
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