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ANOTACE 

Tato bakalářská práce je věnována analýze nukleových kyselin pomocí hmotnostní 

spektrometrie. V první části je popsána struktura a význam DNA a RNA, také je poukázáno 

na jejich strukturní a funkční rozdíly. Další část popisuje běžně používané metody izolace 

nukleových kyselin. Také jsou představeny separační metody nukleových kyselin a možnosti 

spojení s hmotnostní spektrometrií. Hlavní část je zaměřena na teoretický úvod k hmotnostní 

spektrometrii, ionizační techniky používané při analýze nukleových kyselin, hmotnostní 

analyzátory a jejich možná uspořádání a možnosti detekce. Popsány jsou také konkrétní metody 

analýz DNA a RNA pomocí hmotnostní spektrometrie. 

KLÍČOVÁ SLOVA 

nukleové kyseliny, nukleotid, DNA, RNA, separace, ionizace, analýza, hmotnostní 

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. 
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SEZNAM ZKRATEK A ZNAČEK 

DNA – deoxyribonukleová kyselina 

RNA – ribonukleová kyselina 

ssDNA – DNA tvořena jedním řetězcem (single strand) 

dsDNA – DNA tvořená dvěma řetězci (double strand) 

oligoDNA – oligodeoxyribonukleová kyselina 

oligoRNA – oligoribonukleová kyselina 

ncRNA – nekódující RNA 

lncRNA – dlouhá nekódující RNA 

mRNA – messenger/mediátorová RNA 

tRNA – transferová RNA 

snRNA – malá jaderná RNA 

siRNA – malá interferující RNA 

miRNA – mikro RNA 

pH – záporný logaritmus aktivity vodíkových iontů 

SDS – dodecylsíran sodný 

EDTA – etylendiamintetraoctová kyselina 

TE – Tris/EDTA (pufr) 

CE – kapilární elektroforéza 

CZE – kapilární zónová elektroforéza 

LC – kapalinová chromatografie 

HPLC – vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

UHPLC – ultra vysoce účinná kapalinová chromatografie 

RPLC – kapalinová chromatografie na reverzní fázi 

HILIC – hydrofilní interakční kapalinová chromatografie 

IP-RPLC – iontově-párová RPLC 



 

 
 

HFIP – hexafluoro-2-propanol 

MS – hmotnostní spektrometrie 

m/z – poměr molekulové hmotnosti k jednotkovému náboji 

MS/MS; MSn – tandemová hmotnostní spektrometrie 

ESI – ionizace elektrosprejem 

MALDI – desorpční ionizace laserem za účasti matrice 

3-HPA – 3-hyroxypikolinová kyselina 

APCI – chemická ionizace za atmosférického tlaku 

TOF – průletový hmotnostní analyzátor  

QqQ – trojitý kvadrupól 

FT-ICR – iontová cyklotronová rezonance s Fourierovou transformací 

FTO – s obezitou asociovaný protein 

SNPs – jedno-nukleotidové polymorfismy 

RHD – gen kódující RhD antigen 

SRY – gen určující pohlaví na chromozomu Y 

PCR – polymerázová řetězová reakce
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ÚVOD 

Existence nukleových kyselin byla objevena již v devatenáctém století a s postupným rozvojem 

molekulární biologie ve dvacátém století bylo také poukázáno na jejich hluboký biologický 

význam, který vyústil v rozvoj analyzačních metod. V dnešní době jsou již nukleové kyseliny 

rutinně analyzovány ve všech molekulárně biologických laboratořích. Nukleové kyseliny je 

možné stanovit mnoha metodami, z nichž nejznámější je dnes zřejmě polymerázová řetězová 

reakce (PCR). Nicméně požadavky na přesnost, selektivitu, specifitu, rychlost a celkovou 

účinnost analýz nukleových kyselin jsou stále zvyšovány, proto se do popředí dostávají 

alternativní metody využívající hmotnostní spektrometrie, které těmto požadavkům vyhovují. 

Hmotnostní spektrometrie poskytuje velmi přesný a selektivní způsob detekce 

specifických molekul založený na separaci iontů analytu podle poměru molekulové hmotnosti 

a náboje. Využívá se v analýze jak anorganických, tak organických látek či biomolekul. 

Nicméně kvalitní analýzu nukleových kyselin umožnil až vývoj šetrných ionizačních technik. 

Před jakoukoliv analýzou či procesem je však vhodné nukleové kyseliny nejprve 

izolovat a purifikovat. Následně mohou být podle potřeby hydrolyzovány na kratší úseky či 

separovány. Spojením hmotnostní spektrometrie se specifickými separačními metodami 

elektroforézy či kapalinové chromatografie se dá dosáhnout velmi vysoké účinnosti analýz, 

umožňujících ještě hlubší náhled do struktury nukleových kyselin.  
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1. NUKLEOVÉ KYSELINY 

Jsou makromolekulární látky tvořené polynukleotidovými řetězci, patří mezi biopolymery 

a spolu s proteiny představují základní složky všech živých soustav, tedy všech buněk i virů. 

Jsou lokalizovány v jádrech ale i mimo jádro, jedná se o DNA a RNA, které slouží k uchování, 

přenosu a expresi genetické informace (Rosypal 2006). 

1.1. Struktura nukleových kyselin 

Základní stavební jednotkou je nukleotid, který je vždy tvořen dusíkatou heterocyklickou bází, 

pětiuhlíkatou cukernou složkou (pentosou) a zbytkem kyseliny fosforečné. Dusíkatými bázemi 

jsou puriny (adenin, guanin) a pyrimidiny (cytosin, thymin, uracyl). Cukernou složkou je buď 

2-deoxy-β-D-ribosa v případě kyseliny deoxyribonukleové (DNA) a β-D-ribosa v případě 

ribonukleové kyseliny (RNA) (Štípek 1997, Rosypal 2006). 

 

Obr. 1 Základní stavební složky nukleotidu 

Přejato a upraveno z: (Studium biochemie 2013) 
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Obr. 2 Dusíkaté báze 

Přejato a upraveno z: (Studium biochemie 2013) 

Spojením nukleové báze a sacharidu pomocí N-glykosidové vazby vzniká nukleosid. 

Nukleosidy mohou na základě rotace kolem N-glykosidové vazby existovat ve dvou 

konformacích – syn a anti (v přírodě převažují). Dále spojením nukleosidu a kyseliny 

fosforečné vzniká kompletní nukleotid. Označíme-li pentosový uhlík s N-glykosidickou 

vazbou číslem 1, pak na uhlíku číslo 5 je napojen zbytek kyseliny fosforečné fosfoesterovou 

vazbou a na uhlíku číslo 3 se tento nukleotid spojuje s dalším nukleotidem fosfodiesterovou 

vazbou (Bansal 2003). 

Spojené nukleotidy vytváří polynukleotidové vlákno, přičemž pořadí nukleotidů určuje 

primární strukturu a zároveň genetickou informaci. Dvě polynukleotidová vlákna vytváří 

nejčastěji pravotočivou dvoušroubovici (sekundární struktura), přičemž jsou vlákna uspořádána 

antiparalelně, což znamená, že polarita jednoho řetězce je opačná k polaritě druhého řetězce. 

Tímto jsou dané odlišně polarizované konce molekuly DNA – 3´ konec (OH skupina pentosy) 

a 5´ konec (zbytek kyseliny fosforečné). Mezi vlákny dvoušroubovice dochází ke slabým 

vazebným interakcím, jimiž jsou vodíkové můstky, které jsou asi 20 - 30x slabší než kovalentní 

vazba. Vždy je spojena purinová a pyrimidinová báze. Adenin je komplementární ke thyminu 

a jsou spojeny dvěma vodíkovými můstky. Cytosin je komplementární ke guaninu a jsou 

spojeny třemi vodíkovými můstky. V RNA je však oproti DNA thymin nahrazen uracilem 

(Bansal 2003; Rosypal 2006).

 

Obr. 3 Komplementarita bází 

Přejato a upraveno z: (Studium biochemie 2013) 
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Obr. 4 Primární struktura DNA a RNA 

Přejato a upraveno z: (Studium biochemie 2013) 

 

 

 

Obr. 5 Sekundární struktura DNA 

Přejato a upraveno z: (Studium biochemie 2013)
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Nejčastějším typem DNA je tzv. B-forma, která je pravotočivá, má zhruba 10 bází 

na závit, báze tvoří pár vždy v jedné rovině a na povrchu dvoušroubovice se nachází dva typy 

žlábků (malý a velký). Dalším typem je A-forma, která je také pravotočivá a má 11 párů bází 

na závit. Posledním biologicky významným typem je Z-forma, která je však levotočivá, vytváří 

se, pokud se ve šroubovici objeví pravidelné opakování bází adeninu a thyminu. Přechody mezi 

jednotlivými formami jsou závislé na iontové síle prostředí a také vlhkosti (Bansal 2003, 

Rosypal 2006). 

Za zmínku stojí i vyšší úrovně struktur, kdy se dvoušroubovice dále vine a vytváří 

tzv. nadšroubovicové vinutí (supercoiling), tedy dodatečné šroubovicové vinutí již existující 

dvoušroubovice, což například usnadňuje kondenzaci DNA (Bansal 2003). 

1.2. Význam DNA 

DNA je nositelkou genetické informace všech živých organismů a mnoha virů. Některé viry 

jsou však schopné uchovávat svůj genetický materiál v podobě RNA, avšak RNA nepodléhá 

opravným mechanismům, a proto rychle mutují. Schopnost ukládat a přenášet genetickou 

informaci je jednou ze základních vlastností života. Bez DNA vydrží buňky jen omezenou 

dobu, například erytrocyty se při svém zrání zbavují jádra. Poté již nejsou schopny 

proteosyntézy, proto se erytrocyty po čase opotřebí a jsou z krevního oběhu odstraněny (Alberts 

2004; Rosypal 2006; Points et al. 2012). 

Většina DNA se nachází uvnitř eukaryotického jádra, kde spolu s histony a dalšími 

proteiny tvoří chromozomy. Chromozomy jsou již pozorovatelné např. světelným 

mikroskopem, nejlépe při buněčném dělení, kdy se chromozomy rovnoměrně rozmisťují 

do dceřiných buněk. DNA existuje však i mimo jádro, jde o mitochondriální či plastidovou 

DNA. V mitochondriích má DNA cirkulární uspořádání a kóduje geny, které se podílí např. 

na proteosyntetickém aparátu a enzymatickém vybavení mitochondrií. Tato genetická 

informace je značně komprimována a neobsahuje introny. U prokaryotických organismů je 

DNA součástí cirkulárních bakteriálních chromozomů v nukleoidu nebo se nachází volně 

v cytoplasmě ve formě plazmidu (Vondrejs 2003, Alberts 2004). 

Sada chromozomů tvoří genom. Lidský genom má přibližně 3,2 miliardy párů bází, 

které jsou uspořádané do 46 chromozomů. Nejvyšší informační hodnotu genomu mají 

konkrétní úseky DNA – geny, které zaznamenávají informaci pro tvorbu RNA. Proces, kdy se 

přepisuje informace z DNA do komplementární sekvence RNA se nazývá transkripce. 

Na transkripci navazuje translace, kdy je sekvence nukleotidů překládána do sekvence 



 

17 
 

aminokyselin, které tvoří proteiny. Každé trojici bází (kodonu) odpovídá jedna aminokyselina. 

Avšak jednu aminokyselinu může kódovat více kodonů. Proto se říká, že je genetický kód 

redundantní neboli degenerovaný (Vondrejs 2003, Alberts 2004, Points et al. 2012). 

Neméně důležitou funkcí DNA je replikace. Každý z obou řetězců může být předlohou 

pro syntézu komplementárního vlákna. Oba řetězce tedy nesou stejnou informaci. Velká část 

genomu mnoha organismů se však do RNA nepřepisuje, jedná se o tzv. nekódující úseky DNA, 

jejichž funkce je v mnoha případech neznámá, avšak někdy pomáhá regulovat expresi okolních 

genů (Alberts 2004). 

1.3. Struktura a funkce RNA 

Stejně jako DNA, i RNA je nukleová kyselina, která nese genetickou informaci, evolučně 

pravděpodobně předcházela DNA. Avšak RNA se od DNA liší kromě mnohem kratší délky 

přítomností hydroxylové skupiny na každé molekule pentosy. RNA je tvořena čtyřmi 

nukleovými bázemi: adeninem, cytosinem, guaninem a uracilem, který zde nahrazuje thymin 

přítomný v DNA. V RNA mohou být zastoupeny i vzácnější alkylované báze nebo např. 

7-methylguanosin, který tvoří čepičkovou strukturu na 5´ konci většiny mRNA, dihydrouridin, 

inosin a další. RNA je nejčastěji tvořena jedním vláknem, avšak i na tomto jednoduchém vlákně 

může docházet při setkání komplementárních úseků ke spojování vláken a tím ke tvorbě 

sekundární struktury. U většiny biologicky aktivních RNA převažuje sekundární struktura 

(Saenger 1984, Alberts 2004). 

 

Obr. 6 Sekundární struktura tRNA 

Přejato a upraveno z: (Studium biochemie 2013) 
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Oproti DNA, jež může tvořit mnoho forem dvoušroubovice, RNA dokáže formovat 

pouze dvě příbuzné pravotočivé A-formy (A a A´) dvoušroubovice kvůli sterickým restrikcím 

hydroxylové skupiny na 2´ uhlíku na ribóze. A-forma obsahuje 11 párů bází na jeden závit a A´-

forma obsahuje 12 párů bází na závit. Obě tyto formy se vyznačují velkým hlubokým a malým 

plytkým žlábkem (Saenger, 1984). 

RNA je molekula s mnoha funkcemi. Kromě přenosu genetické informace z DNA 

do proteinů může RNA katalyzovat specifické biochemické reakce podobně jako proteinové 

enzymy. Tyto RNA enzymy (ribozymy) se účastní mnoha zásadních biologických procesů jako 

je RNA sestřih, translace nebo také biosyntéza tRNA. Některé RNA známé jako „riboswitches“ 

mohou také regulovat genovou expresi měněním své vlastní struktury v odpovědi na změny 

v buněčném prostředí nebo na vazbu ligandů (Kruger et al. 1982, Mandal a Breaker 2004). 

Významným objevem za poslední dvě desetiletí bylo odhalení velkého množství 

nekódujících RNA (ncRNA) v lidských buňkách. RNA, jež nemají žádný nebo malý kódující 

potenciál a jsou delší než 200 nukleotidů, jsou definovány jako dlouhé nekódující RNA 

(lncRNA). Naopak krátké nekódující RNA jsou kratší než 200 nukleotidů. U mnoha lncRNA 

byly nalezeny různé typy funkcí zahrnující regulaci chromatinu a tím i genovou expresi nebo 

zprostředkování komunikace mezi RNA a proteiny. Nicméně pro široké množství variací 

v sekvenci a expresi lncRNA je velmi náročné porozumět jejich funkcím či tomu, jak jsou 

regulovány (Birney 2007, Quinn a Chang 2016). 

Obecně je známo pravidlo, že sekvence určuje strukturu a struktura určuje funkci, 

zejména pro proteiny. Avšak RNA je schopna také skládat složité tvary díky lokálnímu 

a dálkovému párování nukleotidů. Známými příklady jsou již zmíněné ribozymy, riboswitche 

či některé lncRNA. RNA struktury jsou pro jejich funkci zásadní a jejich aberace 

pravděpodobně vedou k onemocněním (Wapinski a Chang 2011, Halvorsen et al. 2010). 

1.4. Typy RNA 

mRNA (messenger RNA) – informační či mediátorová RNA, jejíž zásadní funkcí je řídit vznik 

proteinu, její kodóny signalizují, kde má začít a kde skončit syntéza proteinu. Iniciačním 

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

rRNA (ribosomální) – tvoří jádro ribosomů, na nichž je mRNA překládána do proteinu, 

u eukaryot je syntetizována v jadérku, zastupuje až 90 % všech RNA. 
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tRNA (transferová) – je adaptorem, který vybírá správné aminokyseliny a umísťuje je 

do správného místa na ribosomu, aby mohly být začleněny do rostoucího aminokyselinového 

řetězce. 

snRNA (small nuclear) – nekódující RNA, podílí se na splicingu (sestřihu), tedy vystřižení 

nekódujících sekvencí z genů. 

ribozym – RNA se specifickým tvarem a povrchem fungující jako katalyzátor a obdobně i jako 

enzym (Alberts 2004). 

riboswitch – RNA regulující genovou expresi změnami ve své vlastní struktuře v odpovědi 

na změny v buněčném prostředí nebo na vazbu ligandů (Mandal a Breaker 2004). 

1.5. Štěpení nukleových kyselin za účelem analýzy 

Rozštěpení nukleových kyselin se dá obecně provést alkalickou nebo kyselou hydrolýzou, 

avšak mnohem větší využití poskytují enzymy schopné hydroliticky štěpit DNA či RNA – 

nukleázy. Nukleázy štěpí fosfodiesterové vazby fosfátové kostry nukleových kyselin, podle 

místa štěpení je rozdělujeme na exonukleázy (štěpí od volného 5´ či 3´ konce) a endonukleázy 

(štěpí vnitřně). Deoxyribonukleázy štěpí DNA (DNázy) a ribonukleázy štěpí RNA (RNázy). 

Na jednu stranu jsou jako kontaminanty při analýzách nukleových kyselin nežádoucí, ale 

na druhou jsou velmi užitečné při manipulaci s DNA či RNA např. za účelem klonování nebo 

umožnění či usnadnění pokročilých analýz. Dnes je již známo velmi mnoho nukleáz, z nichž 

většina pochází z bakterií či plísní (Rittié a Perbal 2008). 

1.5.1. Příklady využívaných nukleáz 

DNáza I – endonukleáza ssDNA či dsDNA izolovanou či v chromatinu 

Exonukleáza III – 3´ exonukleáza dsDNA, ale také RNáza H, fosfatáza nebo endonukleáza 

Bal31 – zkracuje dsDNA na obou koncích, endonukleáza ssDNA 

Exonukleáza VII – endonukleáza ssDNA na obou koncích, nepůsobí na RNA 

RNáza A – endonukleáza ssRNA na 3´ koncích, štěpí RNA v DNA/RNA hybridech 

RNáza H – degraduje RNA v RNA/DNA hybridech 

Další RNázy – každá má specifické požadavky na štěpení, využívají se v RNA sekvenování 

DNA/RNA nukleázy – štěpí ssDNA i RNA, využívají se při hybridizaci k odstraňování 

vyčnívající ssDNA (Rittié a Perbal 2008). 
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2. IZOLACE A SEPARACE NUKLEOVÝCH KYSELIN 

ZA ÚČELEM JEJICH ANALÝZY 

Izolace nukleových kyselin je zásadním krokem pro jejich další analýzu. Aby následná analýza 

podávala správné a nezkreslené informace, musí být splněny jisté požadavky již při prvních 

krocích izolace. Následující kapitola je věnována obecným postupům a konkrétním metodám, 

které slouží k izolaci nukleových kyselin. Další kapitoly jsou věnovány již separacím 

nukleových kyselin, a to zejména elektroforéze a kapalinové chromatografii, jejich principům 

a metodám. Vyzdviženy budou metody používané ve spojení s hmotnostní spektrometrií a také 

bude poukázáno na možná technická uspořádání. Spojení těchto technik totiž poskytuje řadu 

výhod jako je vysoká selektivita, citlivost a přesnost v kvalitativní či kvantitativní analýze 

mimo jiné i nukleových kyselin. 

2.1. Metody izolace nukleových kyselin 

Nejzákladnějším krokem, který může být zařazen před jakýmkoliv dalším procesem či 

analýzou nukleových kyselin je odsolení vzorku, jelikož je soli běžně kontaminují. Dalším 

základním krokem metod izolace nukleových kyselin z buněk je jejich narušení (buněčná lyze), 

přičemž toto narušení musí být dostatečně šetrné, aby nepoškodilo i nukleové kyseliny. 

Nejčastěji se používají detergenty např. dodecylsíran sodný (SDS) (Miller et al. 1999), které 

narušují cytoplasmatickou membránu, mohou však být použity i fyzikálně-chemické postupy 

jako je ultrazvuk. Musí být zajištěna optimální teplota a pH, aby nedošlo k denaturaci. Dále 

musí být zabráněno degradaci nukleových kyselin nukleázami. Pro inaktivaci 

deoxyribonukleáz se používá etylendiamintetraoctová kyselina (EDTA), která vyvazuje Ca2+ 

ionty sloužící mimo jiné jako kofaktory deoxyribonukleáz. Izolace RNA je poněkud složitější, 

protože ribonukleázy se nachází hojně v krvi, tkáních, bakteriích, plísních a také na kůži (proto 

se při práci s RNA používají rukavice), jsou teplotně stabilní a nevyžadují kofaktory, k jejich 

inaktivaci se využívá guanidin thiokyanát nebo fenol a SDS. Poté je nutno purifikovat 

nukleovou kyselinu od kontaminujících složek buněčného lyzátu či jiných složek vzorku, 

a právě tímto krokem se z velké části zabývají níže uvedené metody (Ding et al. 2008, 

Tan a Yiap 2009). 

2.2. Fenol-chloroformová extrakce 

Fenol-chloroformová extrakce je jednou z nejběžnějších metod izolace nukleových kyselin. 

Ačkoliv fenol je toxický a rychle denaturuje proteiny, neinhibuje zcela aktivitu ribonukleáz 
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(Sambrook a Russel 2001). Tento problém se dá vyřešit použitím směsi 

fenol:chloroform:isoamyl alkohol v poměru (25:24:1). Proteiny, lipidy, sacharidy i buněčný 

lyzát jsou odstraněny extrakcí vodného roztoku s organickou směsí fenolu a chloroformu 

(Sambrook a Russel 2001, Chomczynski a Sacchi 2006). Smícháním roztoku buněčného lyzátu 

s fenolem a chloroformem se vytvoří dvoufázová emulze. Centrifugací dochází k rozdělení 

těchto fází na hydrofobní (spodní) a hydrofilní (horní), přičemž spodní fáze obsahuje organické 

látky s fenolem a chloroformem a horní vodný roztok s nukleovými kyselinami (Buckingham 

a Flaws 2007). Horní fáze může být odebrána a DNA precipitována přidáním ethanolu nebo 

isopropanolu v poměrech 2:1 nebo 1:1 a koncentrované soli. Po odstředění vznikne na dně 

zkumavky precipitát s přebytkem soli, která je odstraněna promytím 70% etanolem. Následně 

se odsaje supernatant a DNA může být rozpuštěna v Tris/EDTA (TE) pufru nebo sterilní 

destilované vodě (Buckingham a Flaws 2007). 

V případě RNA extrakce probíhá s fenolem a chloroformem za sníženého pH 

v přítomnosti guanidin isothiokyanátu, který je zároveň chaotropním činidlem degradujícím 

proteiny. Roztok guanidin isothiokyanátu a fenolu používaný pro RNA extrakci je znám také 

jako TRIzol nebo Tri-Reagent. Principem této metody je extrakce s kyselým roztokem 

obsahujícím guanidin isothiokyanát, octan sodný, fenol a chloroform (Chomczynski a Sacchi 

2006). Za těchto kyselých podmínek všechna RNA zůstane v horní vodné fázi směsi, zatímco 

DNA a proteiny zůstanou na pomezí nebo ve spodní organické fázi. RNA je pak získána 

odebráním horní fáze a precipitací s isopropanolem podobně, jak již bylo výše popsáno u DNA 

(Sambrook a Russel 2001). 

2.3. Extrakce nukleových kyselin na pevné fázi 

Tato metoda umožňuje rychlou a efektivní izolaci nukleových kyselin v porovnání extrakcí 

v kapalné fázi a dalšími konvenčními metodami. Tuto metodu navíc využívá většina 

komerčních extrakčních souprav dostupných na trhu (Esser et al. 2005). Pevná fáze bude 

adsorbovat nukleové kyseliny v extrakčním procesu založeném na pH a obsahu soli pufru. Tato 

metoda zahrnuje čtyři zásadní kroky: buněčnou lyzi, adsorpci nukleových kyselin, promytí 

a eluci (Kojima a Ozawa 2002). Prvním krokem je sestavení kolony pro adsorpci vzorku. 

Kolona může být zavedena do cyklu použitím pufru o určitém pH, který převede povrch nebo 

funkční skupiny na pevné fázi na určité chemické formy. Následně je vzorek lyzován použitím 

pufru a aplikován na kolonu. Požadované nukleové kyseliny budou adsorbovat na kolonu 

za pomoci zvýšeného pH a koncentrace solí (vazebný roztok). Další komponenty vzorku, jako 
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jsou proteiny, se mohou také silně nespecificky vázat na stacionární fázi kolony. Takto 

navázané kontaminanty ale mohou být snadno odstraněny pufrem obsahujícím kompetitivní 

činidlo. Pro eluční krok je vhodný TE pufr nebo voda, která může být použita pro uvolnění 

požadované nukleové kyseliny z kolony v relativně čisté formě bez kontaminací solemi. Během 

promývacích a elučních kroků se běžně používá rychlá centrifugace či vakuová filtrace (Gjerde 

et al. 2009). 

Byly představeny také „mixed-bed“ pevné fáze kombinující alespoň dvě pevné fáze, 

z nichž každá může cíleně vázat nukleovou kyselinu. První pevná fáze váže nukleovou kyselinu 

v přítomnosti prvního roztoku a v přítomnosti druhého roztoku ji uvolňuje. Druhá pevná fáze 

váže nukleovou kyselinu naopak v přítomnosti druhého roztoku a v přítomnosti prvního ji 

uvolňuje. První i druhá pevná fáze uvolňuje nukleovou kyselinu v přítomnosti elučního pufru 

(Smith et al. 2002). 

2.3.1. Silikátové matrice 

Pro své unikátní vlastnosti selektivního vázání DNA jsou silikátové matrice základem většiny 

produktů spojených s izolací nukleových kyselin. Dostupné jsou různé typy silikátových matric 

zahrnující skleněné částice jako je skleněný prášek či skleněná mikrovlákna nebo křemelina 

(Padhye et al. 1997). Principem je vysoká afinita negativně nabité DNA kostry k positivně 

nabitým silikátovým částicím (Esser et al. 2006). Sodík slouží jako kationtový most přitahující 

negativně nabitý kyslík fosfátové kostry nukleové kyseliny. Sodíkové kationty ruší vodíkové 

vazby mezi vodíky vody a negativně nabitými kyslíkovými ionty v silikátu v prostředí 

s vysokou koncentrací soli. DNA je silně navázána a promýváním se odstraní veškeré 

kontaminace. Purifikované molekuly DNA mohou být poté uvolněny za nízké iontové síly 

použitím TE pufru nebo destilované vody (Esser et al. 2006, Department of Biology, Davidson 

College). 

Kromě silikátových matric jsou známy také nitrocelulózové a polyamidové membrány 

jako je nylon. Tyto matrice také váží nukleové kyseliny, avšak s nižší specifitou. Polyamidové 

jsou více odolné než nitrocelulózové a váží nukleové kyseliny nevratně i za nízké iontové síly 

(Arnold et al. 2005). 

Co se týče komerčního využití, tak lze zmínit např. MirVana soupravu, která je 

speciálně připravená pro izolaci krátkých molekul RNA jako jsou siRNA a miRNA, dokáže 

však izolovat i celkovou RNA. Tento kit využívá kombinaci organické extrakce s následnou 

izolací RNA na filtrech ze skleněných vláken. Využívá výhod obou metod a zároveň postrádá 
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jejich nevýhody. RNA požadované čistoty může být získána do 30 min (Life technologies 

2011). 

2.3.2. Magnetické částice 

Separace pomocí magnetických částic je jednoduchá a efektivní metoda a v dnešní době již 

často používaná k izolaci nukleových kyselin. Částice mající magnetický náboj mohou být 

separovány použitím permanentního magnetu. Těmito částicemi jsou nejčastěji magnetické 

kuličky (tvořené FeO) pokryté materiálem s vysokou afinitou k nukleovým kyselinám. Těmito 

materiály mohou být syntetické polymery, biopolymery, porézního sklo nebo již zmíněný SiO2. 

Výsledné magnetické částice jsou známé jako „core-shell“ částice (Berensmeier 2006). 

Příkladem může být také částice magnetizovatelné celulózy. Tyto částice obsahují 

v celulóze zabalený FeO zaujímající 90 % celkové hmotnosti částice, což jim dodává skvělé 

magnetické vlastnosti. V přítomnosti určité koncentrace soli (nejčastěji octan sodný) 

a polyalkylen glykolu mohou tyto částice vázat nukleové kyseliny, přičemž krátké nukleové 

kyseliny vyžadují pro pevnou vazbu vyšší koncentrace soli. Použití magnetu na spodu nebo 

na straně zkumavky umožňuje čistící či promývací kroky bez ztráty nukleových kyselin. Poté 

se použije vhodný eluční pufr, který uvolní navázané nukleové kyseliny (Nargessi 2005). 

Na bázi magnetické separace jsou také dostupné komerčně vyráběné soupravy. Tyto 

soupravy využívají všechny výhody magnetické separace zmíněné výše a jsou s nimi dodávány 

i potřebná činidla a reagencie, což dělá izolaci ještě snazší. 

2.4. Separace nukleových kyselin pomocí elektroforézy 

Pro izolované molekuly DNA nebo RNA existuje celá řada technik, které slouží k jejich 

následné separaci a analýze. Jednou z nich je elektroforéza, jejímž principem je separace 

na základě rozdílného pohybu nabitých molekul v elektrickém poli. Rozdíly v pohyblivosti 

molekul jsou dány kromě rozdílných nábojů také rozdílnými velikostmi a tvary molekul. 

Ve volném roztoku se DNA pohybují téměř identicky nehledě na jejich velikosti, nicméně 

nedenaturované RNA mohou mít rozdílnou pohyblivost. K dosažení elektroforetické separace 

i podle velikosti molekul je možno využít separačních matric (Perkins et al. 1995). 

Nejpoužívanější jsou gely, jejichž porézní struktura tvoří něco jako „molekulární síta“. 

Nukleové kyseliny jsou potom v elektrickém poli nuceny skrz tyto „póry“ migrovat (Smisek 

1995). 
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Existuje mnoho polymerů umožňující účinnou separaci nukleových kyselin, například 

deriváty celulózy mají velmi účinnou separaci krátkých úseků DNA. Polyakrylamid je vhodný 

pro separaci DNA či RNA s následným sekvenováním, kde je nutné rozlišení jednotlivých bází 

malých fragmentů, používá se k separaci ssDNA. Velmi známá je také elektroforéza 

na agarózovém gelu, používá se k separaci dsDNA. Obecně platí, že s rostoucí koncentrací 

roztoku polyakrylamidu se lépe separují kratší úseky DNA (menší než 600 bp) a naopak 

s rostoucí koncentrací agarózy se lépe separují delší úseky DNA. Použitím směsi 

vysokomolekulárních a nízkomolekulárních polymerů o nižší koncentraci lze dosáhnout 

separace DNA v rozsáhlém rozmezí velikostí (Sunada et al. 1997, Slater et al. 2003). 

Po ukončení elektroforézy je nutné zobrazení separovaných složek. Proto do agarózy 

či pufru bývá přidáváno fluorescenční barvivo ethidium bromid, který se váže zejména na DNA 

ale i nedenaturované RNA. Po ozáření UV lampou emituje záření o vlnové délce 605 nm, které 

zobrazí jednotlivé frakce oranžově (Sigmon a Larcom 1996). Další možností zobrazení jsou 

komerčně dostupná barviva, např. fluorescenční barvivo SYBR Green I, toto barvivo tvoří 

s DNA komplex absorbující modré záření o vlnové délce 497 nm a emituje zelené záření 

o vlnové délce 520 nm (Zipper 2004). Na podobném principu fungují také další fluorescenční 

barviva jako jsou např. GelGreen a GelRed.  Za zmínku stojí také dnes již poměrně zastaralá 

zobrazovací metoda stříbření používaná především u polyakrylamidu (Blum et al. 1987). 

2.4.1. Kapilární elektroforéza 

Kapilární elektroforéza (CE) nebo také kapilární zónová elektroforéza (CZE) využívá úzké 

kapiláry, ve které jsou separovány nabité vysokomolekulární (proteiny či nukleové kyseliny) 

či nízkomolekulární látky (organické i anorganické) s možností on-line detekce. Tyto kapiláry 

tvořené taveným borosilikátovým sklem mohou a nemusí být pokryty např. polyakrylamidem, 

který snižuje elektroosmotický průtok (Hjerten 1985). Separace jsou umožněny použitím 

vysokého napětí, které generuje elektroosmotický a elektroforetický proud roztoku pufru 

a iontů (Adamson et al. 1990). Detekce probíhá spektrofotometricky v UV oblasti nebo pomocí 

hmotnostní spektrometrie. Hlavními výhodami CE jsou zejména rychlost, vysoké rozlišení 

a možnost použití malých objemů vzorků (Sunada et al. 1997, Hoffmann a Stroobant 2007). 

Tato metoda se používá zejména k analýze a sekvenování DNA nebo určování velikosti DNA 

fragmentů či k separaci ssDNA a dsDNA (Heller 2001). 
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2.4.2. Spojení kapilární elektroforézy s hmotnostní spektrometrií 

Spojení CE s hmotnostní spektrometrií závisí zejména na výběru iontového zdroje. 

Nejvhodnější je spojení CE s ionizací elektrosprejem a hmotnostní spektrometrií (CE-ESI-MS), 

přičemž verze nanospreje dosahuje nejlepších výsledků. Přívod CE kapiláry ponořen v nádobě 

s pufrem, do které je separační anodou přiváděno vysoké napětí. Druhý konec CE kapiláry 

vstupuje do ESI jehly, která je připojena ke zdroji vysokého napětí ESI. Pro spojení CE kapiláry 

a ESI jehly existuje několik možností rozhraní, mezi které patří rozhraní bez přídavné kapaliny, 

s přídavnou kapalinou a kapalinový spoj (Dass 2007). U tohoto spojení se však mohou 

vyskytovat komplikace v důsledku nekompatibility CE pufrů (mohou potlačovat ionizaci) 

a jejich nízkých průtoků. Nicméně i přesto je toto spojení široce používané jak pro kvalitativní, 

tak i pro kvantitativní analýzu chemicky různorodých molekul. Tato metoda slouží k citlivé 

separaci, identifikaci a kvantifikaci zejména biologických vzorků (Hoffmann a Stroobant 2007, 

Norková a Jaklová 2013). 

2.5. Separace nukleových kyselin pomocí kapalinové 

chromatografie 

Principem chromatografie je dynamická separace jednotlivých složek analytu pomocí dvou 

vzájemně nemísitelných fází – mobilní a stacionární, přičemž rozdělení probíhá na základě 

rozdílných afinit jednotlivých složek analytu ke stacionární fázi. Složky s vysokou afinitou 

ke stacionární fázi se pohybují pomaleji, oddělí se tak od rychlejších složek s nižší afinitou. 

Podle skupenství mobilní fáze jsou chromatografie děleny na plynové a kapalinové (Dass 

2007). Následující odstavce budou věnovány chromatografii kapalinové (LC). 

2.5.1. Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

Pokud je kapalinová chromatografie prováděna v koloně za vysokých tlaků pomocí výkonného 

čerpadla, jedná se o vysokoúčinnou kapalinovou chromatografii (HPLC). Kolona má při 

standardních průtocích většinou průměr 2,1 až 4,6 mm a zároveň délku 30 až 250 mm. 

Stacionární fázi většinou tvoří mikročástice o velikosti 3 až 10 µm. Jedná se zejména 

o adsorpční či rozdělovací chromatografie. Ve srovnání s nízkotlakovou kolonovou 

chromatografií HPLC umožňuje účinnější separace za kratší čas. HPLC může být použita jak 

pro kvalitativní, tak kvantitativní analýzy komplexních biologických, anorganických 

i organických složek (Dass 2007, Siddhant et al. 2018) 
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Možným uspořádáním kapalinové chromatografie je také ultra vysoce účinná 

kapalinová chromatografie (UHPLC) Tato metoda je aplikována na kolonách s velmi malými 

částicemi (menší než 2 µm v průměru). Tyto částice vytváří ještě vyšší tlaky, na jejichž dosažení 

je potřeba ještě výkonnějšího čerpadla, což se ve výsledku projeví ještě vyšším rozlišením, 

rychlostí a citlivostí (Swartz 2005, Wu et al. 2006, Siddhant et al. 2018) 

2.5.2. Metody kapalinové chromatografie 

Adsorpční chromatografie – stacionární fází je pevná látka, na kterou specificky adsorbují 

molekuly analytu, zatímco mobilní fáze tento proces potlačuje. 

Rozdělovací chromatografie – stacionární fází je kapalina nanesená na nosiči. Principem 

je rozdělení molekul analytu mezi dvě kapalné fáze. Tuto metodu je možno provádět 

na „normální“ fázi (stacionární je polární a mobilní je nepolární) nebo na „reverzní“ fázi, jejíž 

mechanismus bude popsán níže. 

Iontově výměnná chromatografie – využívá se pro roztoky iontů. Tato metoda je 

založena na interakci iontů roztoku s nabitými skupinami stacionární fáze. Ionty roztoku 

s opačným nábojem jsou na koloně zachyceny, zatímco ionty se stejným nábojem se nezachytí. 

Zachycené ionty mohou být poté uvolněny např. změnou teploty, pH nebo koncentrace soli. 

Gelová permeační chromatografie – separuje molekuly na základě jejich velikosti. 

Stacionární fází je polymerní matrice (gel) obsahující póry. Malé molekuly do těchto pórů 

pronikají, tím jsou zpomaleny a separovány od větších molekul, které do pórů neproniknou. 

Afinitní chromatografie – je založena na specifické interakci mezi jedním typem 

molekuly analytu s komplementárním typem molekuly navázané na pevném nosiči. Tyto 

interakce zahrnují elektrostatické nebo hydrofobní interakce, van der Waalsovy síly či vodíkové 

můstky (Meyer 1999, Dass 2007, Tan a Yiap 2009). 

2.5.3. Separační metody využívané ve spojení s hmotnostní spektrometrií 

Obecně je nejpoužívanější rozdělovací vysokoúčinná kapalinová chromatografie na reverzní 

fázi (RP-HPLC), kdy stacionární fáze je nepolární (alkylové skupiny např. uhlíkový řetězec 

C18, C8 či C4 navázaný na silikagelu) a mobilní fáze je částečně polární (např. voda 

s metanolem, isopropanolem či acetonitrilem). Tato metoda je založena na hydrofobní interakci 

mezi analytem a nepolární matricí stacionární fáze. Jednotlivé komponenty směsi jsou poté 

selektivně rozděleny mezi dvě fáze a separovány elucí, ke které dochází zvýšením podílu 

mobilní fáze (Dass 2007). 
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Další významnou metodou je iontově-párová chromatografie na reverzní fázi (IP-

RPLC), která je založena na tvorbě iontových párů mezi separovanou látkou a opačně nabitým 

iontem navázaným na koloně. Tato metoda je velmi selektivní – na koloně jsou zachyceny 

analyty opačně nabité, naopak retence stejně nabitých analytů je snížena a retence neutrálních 

ovlivněna není. Uplatnění nachází především v separaci látek iontové povahy, jimiž jsou mimo 

jiné i nukleové kyseliny (Knox a Hartwick 1981). Za určitého pH iontový charakter 

nukleotidových organofosfátů umožňuje interakci s kationtovými činidly za tvorby iontových 

párů. Vyžadovány jsou iontově párová činidla jako jsou např. triethylamin, dibutylamine 

či diisopropylethylamin (Gong et al. 2014, Studzinska et al. 2017). 

Oproti IP-RPLC je také častěji využívána hydrofilní interakční kapalinová 

chromatografie (HILIC). Tato metoda je velmi podobná rozdělovací LC na normální fázi 

(stacionární fáze je polární), avšak liší se složením mobilní fáze (nejčastěji směs vody 

a organického rozpouštědla např. acetonitrilu), které je naopak podobné rozdělovací LC 

na reverzní fázi. Avšak oproti RPLC k eluci dochází snížením podílu organického rozpouštědla 

v mobilní fázi. Tato metoda je určena zvláště k separaci polárních hydrofilních sloučenin 

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

HILIC obvykle využívá stacionární fáze na bázi siliky, nebo mohou obsahovat navázané 

více komplexní fáze obsahující ionizovatelné či neutrální funkční skupiny. Příkladem 

neutrálních fází mohou být dioly, kyano skupiny či amidy. Ionizovatelné fáze mohou být 

poly(2-sulfoethyl), sulfobetain. Na rozdíl od RPLC, pro HILIC neexistuje stacionární fáze, 

která by mohla být universálně aplikována pro separace polárních látek (Lobue et al. 2019). 

2.5.4. Spojení kapalinové chromatografie s hmotnostní spektrometrií 

Nejvhodnějším spojením se jeví spojení kapalinové chromatografie s elektrosprejem 

(LC-ESI-MS), protože dokáže citlivě analyzovat netěkavé a tepelně nestabilní molekuly 

od nízkomolekulárních po vysokomolekulární, také protože ionizace probíhá 

za atmosférického tlaku. Další výhodou je kompatibilita RP-HPLC polárních rozpouštědel 

a také přijatelné rozmezí průtoků. Průtok se dá do jisté míry korigovat změnou průměru kolony 

HPLC. Například zúžení z 4,6 mm v průměru na 320 µm v průměru sníží průtok z 1 ml/min 

na 4,9 µl/min. Kolony s menšími průměry navíc disponují lepší citlivostí, např. zúžením 

průměru kolony na polovinu se zvýší citlivost čtyřikrát, a nižší spotřebou vzorku či potřebných 

rozpouštědel (Dass 2007). 
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Další možností je spojení kapalinové chromatografie s chemickou ionizací 

za atmosférického tlaku (APCI). Toto spojení je kompatibilní se středně polárními 

až nepolárními sloučeninami jako jsou např. nukleové kyseliny (Covey et al. 1986). Stejně jako 

ESI se dá přizpůsobit vyšším průtokům HPLC (Gelpí 1995). 

2.5.5. Separační metody nukleových kyselin pomocí kapalinové 

chromatografie 

V analýze fosforylovaných složek (nukleotid mono-/di-/tri-fosfáty) metodou LC-MS analyty 

mohou interagovat se specifickými částmi instrumentální konfigurace (Tuytten et al. 2006). 

V kyselém médiu dochází k adsorpci analytů na silanové skupiny stacionární fáze nebo se tvoří 

kovové komplexy fosforylovaných zbytků s kovovými ionty vznikajících v různých částech 

chromatografického systému. Tyto procesy vedou ke snížení a zkreslení chromatografických 

signálů (Wakamatsu et al. 2005). Bylo navrženo mnoho řešení jako je derivatizace volných 

silanových skupin nebo jejich deaktivace trimethylchlorosilanem (Gritti et al. 2007, 

Domínguez-Álvarez et al. 2017) 

LC lze využít k simultánní separaci nukleotidů a nukleosidů. Tyto molekuly jsou však 

vysoce polární a ionizovatelné, což omezuje retenci na běžných C18 kolonách používaných 

RPLC. Nicméně za určitého pH mobilní fáze mohou být polární nukleotidy zadrženy na koloně 

a následně uvolněny gradientovou elucí, přičemž nukleosidy jsou uvolněny později (Ren 2011, 

Studzinska a Buszevsky 2013). 

Mnohem větší využití pro separaci nukleotidů má však iontově-párová chromatografie 

IP-RPLC. Dosud byla spojována kromě UV detekce také s detekcí pomocí hmotnostní 

spektrometrie. Ačkoliv použití iontově-párových činidel dosahuje velké separační účinnosti 

chromatografie, dochází díky nim ke snížení nabitých stavů iontů při ESI-MS. Proto je 

vyžadováno použití modifikátoru elektrospreje jako je hexafluoro-2-propanol (HFIP) (Basiri 

2017) ideálně v koncentraci 20 mM. Nicméně příliš vysoké koncentrace HFIP (nad 100 mM) 

mohou vést k potlačení tvorby iontů (Chen a Bartlett 2013). Optimální iontově-párové činidlo 

a modifikátorový systém může záviset také na typu a obsahu oligonukleotidu (Lobue et al. 

2019). 

Alternativou k IP-RPLC, která je vhodná pro separaci nukleových kyselin je hydrofilní 

interakční chromatografie (HILIC) (Alpert 1990). Tato metoda se v posledních letech dostává 

do popředí, protože dokáže velmi účinně separovat polární látky, jimiž jsou mimo jiné také 
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nukleotidy či oligonukleotidy (Lobue et al. 2019). Mechanismus této metody byl již popsán 

výše. 

Využitelnost HILIC byla také nedávno demonstrována při simultánním stanovení 

5 nukleosidů a 15 nukleotid mono-, di- a tri-fosfátů (Mateos-Vivas et al. 2015). Tato metoda 

zabraňuje nežádoucí adsorpci nukleotidů na LC-MS strukturu a podporuje jejich retenci 

na HILIC stacionární fázi. Mobilní fáze obsahuje HFIP a diethylamin jako hydrofilní kationické 

činidlo tvořící iontové páry. Výsledkem je sdružování iontů mezi fosfátovými skupinami 

nukleotidů a kationickým činidlem, což významně zlepšuje výsledný signál díky HFIP (Zhang 

et al. 2014, Mateos-Vivas et al. 2015). 

Nově je komerčně dostupná HILIC stacionární fáze obsahující modifikované diolové 

skupiny na polymerních částicích pro separaci a analýzu různých oligonukleotidů. Separace 

DNA oligomerů pomocí této stacionární fáze dosahuje vysoké separační účinnosti i bez použití 

iontově párových činidel (Addepalli a Limbach 2011). Hodnocení separační účinnosti této 

stacionární fáze bylo demonstrováno na oligoDNA, oligoRNA a fosforothionátech. Díky 

specifickému složení mobilní fáze se dá dosáhnout opakované silné retence a rozlišení 

jednotlivých komponent vzorku s následnou MS detekcí. V porovnání s IP-RPLC-MS dosahuje 

HILIC-MS srovnatelné separační účinnosti bez použití iontově párových činidel (Lobue et al. 

2019).  
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3. HMOTNOSTNÍ SPEKTROMETRIE 

3.1. Úvod k hmotnostní spektrometrii 

Metoda hmotnostní spektrometrie (MS) spočívá v separaci iontů analytu podle jejich poměru 

molekulové hmotnosti a náboje (m/z). Metoda poskytuje velmi přesný a selektivní způsob 

detekce specifických molekul. Základní režim hmotnostní spektrometrie může být dále rozšířen 

o tandemovou hmotnostní spektrometrii (MS/MS), která poskytuje dodatečnou informaci 

o vzniklých fragmentech prekurzoru, důležitou pro spolehlivou identifikaci analytu. Pokud se 

ovšem jedná o komplexní vzorky, je vhodné před analýzou hmotnostní spektrometrií zařadit 

vhodný separační krok. Tímto lze dosáhnout požadované detekční úrovně (1:109) (Tretyakova 

et al. 2013). Separačním krokem bývá nejčastěji kapalinová chromatografie nebo kapilární 

elektroforéza. Separační zařízení navazuje na hmotnostní spektrometr, který se skládá 

z iontového zdroje, analyzátoru a detektoru (Friedecký 2012, Tretyakova et al. 2013). 

Samotná analýza probíhá v několika krocích. Prvním krokem je ionizace a převedení 

molekul či atomů analytu na nabité částice a do plynné fáze, což vyžaduje odebrání či přidání 

elektronů či protonů. Dalším krokem je separace a hmotnostní analýza molekulárních iontů 

a jejich fragmentů na základě jejich m/z poměru. Tyto kroky probíhají za vysokého vakua. 

Následně probíhá detekce a měření nadbytku separovaných iontů detektorem, který převádí 

ionty na elektrický signál. Tento signál je zesílen a převeden do počítače ve formě hmotnostního 

spektra (Dass 2007, Gross 2011). 

Vlastní hmotnostní analýza a transport iontů do analyzátoru probíhá za vysokého vakua, 

které umožňuje volný pohyb iontů bez kolizí či interakcí s dalšími ionty. Kolize totiž mohou 

vést k fragmentaci molekulových iontů a možné produkci jiných iontů prostřednictvím iontově-

molekulárních reakcí. Zmíněné nežádoucí procesy snižují senzitivitu, rozlišení a zvyšují 

nejednoznačnost měření. Kromě toho pozadí atmosférického tlaku způsobuje interferenci (Dass 

2007). 

Hmotnostní spektrum představuje dvoudimenzionální znázornění intenzity signálu proti 

m/z. Pozici píku odráží m/z hodnota iontu vytvořeného z analytu v iontovém zdroji. Intenzita 

píku znázorňuje zastoupení daného iontu. Pík s největší intenzitou bývá označován jako 

základní pík a normalizován jako 100 % relativní intenzity. Zastoupení všech ostatních iontů je 

pak udáváno v procentech relativních k základního píku (Gross 2011). 



 

31 
 

3.2. Iontové zdroje 

Ionizace analytu je zásadním krokem pro analýzu hmotnostní spektrometrií. V iontovém zdroji 

se převádí neutrální složky na ionty v plynné fázi. Ionizace je dosažena odejmutím nebo 

přijmutím elektronu analytem za vzniku radikálu kationtu [M+●], nebo aniontu [M-●]. Další 

možností je přidání nebo odebrání protonu za tvorby aduktových kationtů [M+H]+ či aniontů 

[M-H]-. Pro měření hmotnostní spektrometrií je ionizace je vyžadována, protože pohyb iontů 

může být usměrňován aplikováním elektrických či magnetických sil. Energie a rychlost iontů 

mohou být kontrolovány, což usnadňuje jejich separaci a detekci (Dass 2007). Iontové zdroje 

můžeme podle množství dodávané energie rozdělit na „tvrdé“ a „měkké“. Nadmíra převedené 

energie může způsobit fragmentaci molekuly a tvorbu radikálů, což je případ „tvrdých“ 

iontových zdrojů. Pro analýzu nukleových kyselin mají však význam pouze „měkké“ zdroje, 

které zachovají původní strukturu molekuly tvorbou aduktů, a proto jim budou věnovány 

následující odstavce (Friedecký 2012). 

3.2.1. Ionizace elektrosprejem 

Ionizace elektrosprejem (ESI) je technika, která převádí látky rozpuštěné v roztoku na ionty 

v plynné fázi a ty jsou následně detekovány hmotnostní spektrometrií (ESI-MS). ESI je 

poměrně univerzální technika ionizace, zvládá ionizaci polárních molekul jako jsou nukleosidy, 

nukleotidy či oligonukleotidy (Fenn 1989). Umožňuje ionizaci i velkých biomolekul jako jsou 

proteiny či nukleové kyseliny. ESI-MS je ideální metodou pro detekci analytů z vysokoúčinné 

kapalinové chromatografie (HPLC) nebo kapilární elektroforézy (CE). ESI-MS nachází využití 

v biochemickém, biomedicínském a farmakologickém výzkumu. Na význam ESI-MS 

poukázala Nobelova cena, kterou získal v roce 2002 John Fenn, jenž byl hlavním vývojářem 

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

Ionizace probíhá aplikací silného elektrického pole (napětí 1-5 kV) do vodivého hrotu 

či nerezové kapiláry nebo přímo do kapaliny skrz spojení kapalina-kapalina (Bruins 2010). 

Proces produkce iontů v plynné fázi zahrnuje několik kroků, mezi než patří produkce nabitých 

kapiček aerosolu na hrotu elektrosprejové kapiláry, do které vstupuje roztok (např. mobilní fáze 

s analyty). Tvorba aerosolu je podporována koaxiálně proudícím zmlžujícím plynem (suchý 

N2). Dalším krokem je zmenšení nabitých kapiček odpařováním rozpouštědla proudem plynu 

o zvýšené teplotě, čímž se zmenšuje jejich povrchový náboj, který je nakonec překonán 

Coulombickým odpuzováním, čímž dochází k explozi kapičky. Opakovaný rozpad kapiček 

vede nakonec k velmi malým vysoce nabitým kapičkám, z jejichž povrchu jsou ionty 
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uvolňovány do plynné fáze. Tyto kroky probíhají v regionu atmosférického tlaku aparatury 

(Cole 2010, Banerjee a Mazumdar 2012, Tretyakova et al. 2013). 

 

Obr. 7 Ionizace elektrosprejem 

Přejato a upraveno z: (Friedecký 2012) 

Některé z iontů vytvořených v předešlých krocích vchází do vakuovaného regionu 

aparatury vedoucího k hmotnostnímu spektrometru malým otvorem nebo vzorkovací kapilárou. 

Tyto ionty jsou nashromážděny společně s molekulami rozpouštědla a dalších aditiv a jsou 

podrobeny tepelnému očištění v zahřáté kapiláře vedoucí do částečného vakua v první komoře 

a kolizní aktivaci díky rozdílu potenciálů vynucenému mezi koncem vzorkovací kapiláry 

a sběračem vedoucím do druhé vysokovakuové komory, ve které se nachází i hmotnostní 

spektrometr (Cole 2010). 

Použití sušícího plynu a zahřáté kapiláry může ovlivnit robustnost systému a snížit 

stupeň hromadění iontů. Přenos iontů analytu z rozpouštědla do plynné fáze není energetický 

proces, avšak desolvatační proces poměrně efektivně chladí již zmíněné ionty v plynné fázi. 

Tudíž ionty analytu s nízkými vnitřními energiemi jsou vpuštěny do hmotnostního 

spektrometru ze sondy ESI, přičemž struktura analytu za vhodných podmínek zůstává 

nedotčena, analyt tedy není fragmentován (Banerjee a Mazumdar 2012). 

Konverze iontů v kapalné fázi na plynnou je kompetitivní proces v důsledku omezeného 

prostoru a náboje možného na nabitých kapičkách. Takto mohou ostatní komponenty vzorku 

přítomné v řádově vyšších koncentracích vytvářet konkurenční ionty (interferovat) nebo 

dokonce utlumit ionizaci analytu. Tento fenomén je znám jako utlumení tvorby iontů (ion 
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suppression) a běžně je pozorován při stopové ESI analýze. Purifikace vzorku a jeho separace 

od složek snižujících iontový výtěžek např. pomocí HPLC zajistí optimální ionizaci analytu 

elektrosprejem a tím i citlivost MS detekce (Friedecký 2012, Tretyakova et al. 2013). 

ESI může být podle polarity napětí na něj ukládané zdrojem protonovaných 

i deprotonovaných iontů. Nukleové kyseliny jsou polyanionty díky své záporně nabité 

fosfátové kostře, jsou tedy analyzovány v režimu záporných iontů, podobně tomu je tak 

i u nukleosid monofosfátů (Kim et al. 2005). Naopak nukleové báze a nukleosidy jsou typicky 

analyzovány v režimu pozitivních iontů. V ojedinělých případech může adukt nukleové báze 

obsahovat silný elektron odebírající substituent jako je např. dusík, v tomto případě je 

preferován záporný iontový režim (Tretyakova et al. 2013). 

Jednou z variant je ionizace nanosprejem, což je verze ESI s velmi malým průtokem 

(20-50 nl/min) (Wilm and Mann 1996). Toto snížení průtoku bylo docíleno výměnou jehly 

spreje za kapilárku z borosilikátového skla o průměru několika mikrometrů. Aplikuje se napětí 

0,7-1,1 kV. Zatímco obvyklý ESI produkuje počáteční nabité kapky o průměru 1-2 µm, 

nanosprej produkuje nabité kapky o průměru menším než 200 nm, to znamená, že objem 

produkovaných kapiček je 100x až 1000x menší než u běžných elektrosprejů. Pro tuto techniku 

je vhodné použití velmi malých koncentrací a objemů vzorku, což je zároveň i její výhodou, 

nevýhodou je naopak nízká robustnost. Nano-ESI zvýšil toleranci k vodným roztokům a jejich 

kontaminací solemi (Banerjee a Mazumdar 2012). 

3.2.2. Desorpční ionizace laserem za asistence matrice 

Desorpční ionizace vzorku laserem za asistence matrice (MALDI) je široce používanou 

technikou ionizace, která je vhodná pro celou řadu biomolekul mezi něž patří např. proteiny 

a mimo jiné i oligonukleotidy a nukleové kyseliny. Za vývoj této techniky získal v roce 2002 

K. Tanaka Nobelovu cenu. Umožňuje „měkkou“ ionizaci produkující primárně pozitivně nebo 

záporně nabité ionty. Vzorky jsou připravovány smícháním s nadbytkem organické matrice, 

vysušením a jejich společnou krystalizací. Molekuly analytu jsou pak zasazeny v matrici a jsou 

od sebe dokonale izolovány. Matrice absorbuje UV nebo IR záření a laser s příslušnou vlnovou 

délkou pak zasáhne vysušenou vykrystalizovanou směs analytu s matricí. Absorbovaná energie 

se mění na teplo, čímž dojde k odpaření matrice a zároveň k desorpci a ionizaci vzorku. 

Současně dochází k ionizaci matrice, která předává náboj analytu. Celý proces probíhá obvykle 

ve vakuu (Hoffmann a Stroobant 2007, Dass 2007). 
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„Desorpce“ nebo „ablace“ může být charakterizována jako fázová změna v závislosti 

na hustotě energie uložené laserem. Desorpce je charakterizována hladkým přechodem z pevné 

látky na plyn na povrchu vzorku. Při ablaci je vzorek přehřátý a dochází k nukleaci 

pod povrchem, což způsobuje „fázovou explozi.“ To uvolní kondenzovaný materiál, který 

může být zachycen a přímo zobrazen (Cole 2010). 

 

Obr. 8 Desorpční ionizace laserem za účasti matrice 

Přejato a upraveno z: (Friedecký 2012) 

Nejdůležitějším faktorem úspěšné ionizace pomocí MALDI je matrice. Matricí MALDI 

jsou typicky organické kyseliny obsahující chromofor, který absorbuje záření o vlnové délce 

použitého laseru. Matrice absorbuje energii z laserového pulsu, usnadňuje ionizaci analytu 

a zároveň jej chrání před poškozením radiací (van den Boom et al. 2007). Preferovaná matrice 

pro analýzu DNA je 3-hydroxypikolinová kyselina (3-HPA) (Nordhoff et al. 1994), zatímco 

pro RNA to je směs 2,3,4- a 2,4,6-trihydroxy-acetofenonu nebo 3-HPA (Zhu et al. 2002). 

Dalšími matricemi mohou být 2,5 dihydroxybenzoová kyselina, kyselina nikotinová nebo 

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

Oproti ostatním iontovým zdrojům fungujícím kontinuálně, MALDI je pulzní ionizační 

technika produkující ionty ve svazcích nesouvislým procesem. Je proto vhodné spojení MALDI 

a TOF-MS, protože poté probíhá jak ionizace, tak analýza pulzně. Avšak MALDI může být 

spojena i s ostatními hmotnostními analyzátory jako jsou iontové pasti nebo hmotnostní 

spektrometry s Fourierovou transformací (např. Orbitrap) (Hoffmann a Stroobant 2007). 
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3.2.3. Chemická ionizace za atmosférického tlaku 

Chemická ionizace za atmosférického tlaku (APCI) je další možností „měkké“ ionizační 

techniky. Používá se instrumentální spojení s kapilární elektroforézou nebo vysokotlakou 

kapalinovou chromatografií. Roztok analytu z HPLC nebo CE je převeden do plynné fáze 

v zahřátém zmlžovači s pomocí sušícího plynu (typicky dusík). Molekuly rozpouštědla jsou 

ionizovány, když procházejí koronárním výbojem generovaným vysokým napětím 

aplikovaným na kovovou jehlu (Thomson 2007). Následně dochází k ionizaci molekul 

analytu přenosem náboje z molekul rozpouštědla na molekuly analytu. APCI umožňuje 

ionizace i méně polárních látek. Také umožňuje použití stejných pufrů jako pro CE separace 

(Mol 2005). APCI je navíc tolerantní k přítomnosti povrchově aktivních látek, které mohou 

např. u ESI interferovat. Ionizace v plynné fázi navíc umožňuje vyšší průtok HPLC. Avšak 

protože k analýze DNA si vystačíme s ionizací elektrosprejem, je APCI používána jenom 

ojediněle ve výjimečných případech, kdy je potřeba vyšší průtok HPLC (Tretyakova et al. 2013, 

Norková a Jaklová 2013). 

3.3. Hmotnostní analyzátory 

Ionty v plynné fázi produkované iontovým zdrojem jsou převedeny do hmotnostního 

analyzátoru, kde jsou separovány podle m/z poměru. Je však třeba zmínit, že vícenásobně nabité 

ionty představují pouze část jejich skutečné hmotnosti, protože ta je vztažena k jednotkovému 

náboji. Separace iontů podle jejich m/z poměru mohou být založeny na různých principech. 

Všechny analyzátory však využívají statického nebo dynamického elektrického a magnetického 

pole samostatně či v kombinaci. Neméně důležitou funkcí hmotnostního analyzátoru je 

fokusace separovaných iontů na jedno místo směřující k detektoru (Dass 2007, Hoffmann 

a Stroobant 2007). 

Hmotnostní analyzátory můžeme dělit na skenovací, které vysílají ionty různých 

hmotností postupně, ale umožní analýzu pouze v určitém rozmezí m/z. Mezi ně patří 

magnetické sektorové analyzátory nebo quadrupóly. Ostatní analyzátory umožňují analýzu 

všech iontů současně, například disperzní magnetický analyzátor, TOF, iontové pasti, 

cyklotronová rezonance nebo orbitrap (Hoffmann a Stroobant 2007). 

V současnosti je komerčně dostupných již mnoho typů analyzátorů či dokonce jejich 

kombinací někdy označovaných také jako „hybridní“ analyzátory. Každý analyzátor má své 

výhody i nevýhody a hodí se více pro kvalitativní nebo pro kvantitativní analýzu. Výše zmíněné 
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„hybridní“ analyzátory potom těží z kombinace výhod, což zvyšuje efektivitu analýz 

(Hoffmann a Stroobant 2007, Tretyakova et al. 2013). 

3.3.1. Kvadrupólový hmotnostní analyzátor 

V současnosti je kvadrupól pravděpodobně nejvíce rozšířeným hmotnostním analyzátorem, 

a to i díky jeho relativně nižší pořizovací ceně. Jedná se o kombinaci čtyř paralelních kovových 

tyčí, na které je přivedena kombinace střídavého a stejnosměrného napětí (protistojné elektrody 

mají vždy stejnou polaritu) formující tak elektromagnetické pole umožňující průchod či filtraci 

specifických iontů skrz středový prostor aparatury. Napětí aplikované na páry tyčí může být 

nastaveno, aby aktivovalo jen ionty spadající do úzkého rozpětí poměru molekulové hmotnosti 

k náboji (m/z) zajišťující tak stabilní dráhu (Boyd et al. 2008). Tyto ionty jsou schopny projít 

kvadrupólovým hmotnostním filtrem. Ostatní ionty s nestabilní trajektorií se k detektoru 

nedostanou. Tento režim se využívá pro citlivou kvantifikaci předem zvolených látek. 

Nicméně, kontinuální změny elektrického pole umožňují proměřit všechny ionty vzniklé 

v iontovém zdroji, avšak za cenu nižší citlivosti (Dass 2007, Friedecký 2012, Tretyakova et al. 

2013). 

 

Obr. 9 Kvadrupólový analyzátor 

Přejato a upraveno z: (Friedecký 2012) 

Jednou z možností uspořádání jsou trojité kvadrupóly (Q1q2Q3) obsahující dva filtrující 

kvadrupóly (Q1 a Q3), které pracují jako hmotnostní analyzátory. Mezi nimi je třetí kvadrupól 

(q2) sloužící jako kolizní cela. Tyto analyzátory se hodí pro tandemovou hmotnostní 

spektrometrii (MS/MS). Kolizní cela je naplněna inertním plynem (Ar nebo N2) a funguje pouze 

v režimu radiové frekvence umožňující přenos všech iontů. Ionty ve specifikovaném rozmezí 

(m/z) opouští první kvadrupól a jsou urychleny elektrickým polem. Po vniknutí do kolizní cely 

se sráží s inertním plynem, což má za následek zvýšení vnitřní energie iontů a štěpení slabších 

vazeb. Výsledné fragmenty iontů opouští kolizní celu a jsou analyzovány ve třetím kvadrupólu 

(Q3). Trojitý kvadrupól je široce používaným analyzátorem pro kvantitativní analýzu. Je velmi 

populární díky jeho selektivitě, senzitivitě, velkému dynamickému rozpětí při analýze 

biologických matric, relativně levné ceně a snadné obsluze (Friedecký 2012, Tretyakova et al. 

2013). 
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3.3.2. Průletový analyzátor 

V průletovém analyzátoru (TOF) jsou ionty v pulzech akcelerovány elektrickým polem 

do dlouhé vakuované trubice, kde se pohybují směrem k detektoru. Jelikož ionty s vyšší m/z 

putují pomaleji než ionty s nižší hmotností, rozdělí se v prostoru podle jejich rychlostí. Hodnota 

m/z je vypočtena ze zjištěných časů letu mezi zdrojem a detektorem. Průletové analyzátory 

mohou nabídnout lepší rozlišovací schopnost iontů než analyzátory kvadrupólové. Často se 

využívá uspořádání za použití tzv. reflektronu (iontového zrcadla), které otáčí směr letu o téměř 

180°, čímž se prodlouží dráha i doba letu. Zároveň se tím kompenzují rozdíly v hodnotách 

kinetické energie iontů dané látky, což významně zlepšuje rozlišení iontů. TOF analyzátory 

mohou být spojeny s MALDI nebo ESI iontovými zdroji (Boyd et al. 2008). TOF analyzátory 

prošly v posledních letech významným vývojem. Pro svou citlivost a přesnost se používá 

na kvalitativní analýzy, avšak hybridní přístroj složen z kvadrupólového hmotnostního filtru, 

kolizní cely a TOF hmotnostního analyzátoru (QqTOF) se dá použít i pro kvantitativní analýzu, 

citlivostí se však nevyrovná trojitému kvadrupólu (Lacorte et al. 2006, Friedecký 2012, 

Tretyakova et al. 2013). 

 

Obr. 10 Průletový analyzátor 

Přejato a upraveno z: (Friedecký 2012) 
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3.3.3. Iontové pasti 

Iontové pasti (lineární nebo sférické) vychytávají a shromažďují ionty v ohraničeném prostoru. 

Shromážděné ionty mohou být z iontové pasti selektivně vyřazeny a detekovány podle jejich 

m/z hodnoty. Fragmentační spektra iontů mohou být získána vyřazením všech ostatních iontů 

mimo sledované rozmezí m/z (Dass 2001). Následuje fragmentace vybraných iontů kolizí 

s okolním plynem (He) a poté hmotnostní analýza výsledných iontových fragmentů. Tento 

proces shromažďování a fragmentace iontů může být opakován několikrát umožňující tak zisk 

fragmentačního hmotnostního spektra (MS2). Iontové pasti jsou výkonným nástrojem 

kvalitativní analýzy, v kvantitativní analýze tradičně používány nejsou, nabízí však lepší 

možnost identifikace při opakované fragmentaci prekursorů vedoucí k zisku např. MS3 spektra. 

Využití nachází ve zjišťování např. struktur DNA aduktů či DNA sekvenování (Goodenough 

et al. 2007, Tretyakova et al. 2013). 

3.3.4. Orbitrap 

Tento analyzátor nabízí vysoké rozlišení i vysokou přesnost určení hmoty. Orbitrap je dostupný 

nejčastěji v kombinaci s kvadrupólem nebo lineární iontovou pastí. Orbitrap je analyzátor 

odchytávající elektrony, skládá se z centrální a vnější elektrody. Diskrétní balíčky elektronů 

o specifické energii jsou vneseny mezi tyto elektrody a jsou mezi nimi zachyceny použitím 

elektrostatického pole. Ionty všech m/z hodnot cirkulují v kruhové orbitě okolo osy z, přičemž 

frekvence jejich oscilace (ω) je závislá na jejich m/z hodnotách: ω = [(z/m) × k]1/2, kde 

k je konstanta závislá na síle pole. Iontové oscilace jsou detekovány jako obraz proudu 

a do hmotnostního spektra jsou převedeny Fourierovou transformací (Makarov 2000). Orbitrap 

je výkonný hmotnostní analyzátor vynikající rozlišením, přesností a dynamickým rozpětím. 

Tento přístroj se díky své vysoké citlivosti skvělému poměru signál/šum hodí např. 

pro komplexní vzorky obsahující stopové množství DNA aduktů v nadbytku normálních 

nukleotidů (Sangaraju et al. 2012, Hu et al. 2005, Tretyakova et al. 2013). 

3.3.5. Tandemové uspořádání 

Tandemové uspořádání (MS/MS) obecně zahrnuje alespoň dvě fáze hmotnostní analýzy buď 

ve spojení s disociačním procesem nebo chemickou reakcí, která mění hmotnost nebo náboj 

iontu. Běžně bývá první analyzátor používaný k isolaci prekursorů iontu, které jsou potom 

fragmentovány za vzniku produktových iontů a neutrálních fragmentů. Druhý analyzátor pak 

tyto produktové ionty analyzuje. Je však možné rozšířit analýzu o další krok selekce iontů 

ze získaných fragmentů a až poté analyzovat fragmenty posledních selektovaných iontů. 
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Taková analýza se pak označuje jako MS/MS/MS nebo MS3, přičemž počet kroků může být 

navýšen na MSn (Hoffmann a Stroobant 2007). 

Rozlišujeme tandemovou MS v prostoru a v čase. Tandemová MS v prostoru 

představuje spojení alespoň dvou hmotnostních analyzátorů. Nejčastěji se používá spojení tří 

kvadrupólů (QqQ) nebo také kombinace quadrupólu a TOF (QqTOF) nebo dvou TOF 

(TOF/TOF). Tandemová MS v čase představuje pouze jeden analyzátor provádějící kroky 

selekce, aktivace i analýzy postupně na jednom místě, například iontová cyklotronová 

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

Vývoj vysokoúčinné tandemové hmotnostní spektrometrie společně s ESI či MALDI 

dal vzniknout jednomu z nejvýkonnějších analytických nástrojů v medicíně, farmacii a dalších 

vědách. Tandemová hmotnostní spektrometrie je známá jako senzitivní, přesný a univerzální 

analytický nástroj (Schürch 2016). 

3.4. Detektory 

Ionty, které prošly hmotnostním analyzátorem jsou následně detekovány a převedeny na signál, 

který může být zobrazen na monitoru v digitální formě. Detekce iontů je vždy založena na jejich 

náboji, hmotnosti nebo rychlosti. Iontové detektory mohou být rozděleny do dvou tříd 

(Hoffmann a Stroobant 2007). 

Do první třídy jsou řazeny detektory, které zaznamenávají všechny ionty bez ohledu 

na m/z. Některé jsou založeny na přímém měření proudu vznikajícího, když iont narazí 

na povrch a je neutralizován. Příkladem může být Faradayův pohár. Ostatní detektory jsou 

založeny na přenosu kinetické energie iontů kolizí s povrchem, který generuje sekundární 

elektrony. Protože množství iontů vycházející z hmotnostního analyzátoru je obecně dost malé, 

k získání použitelného signálu je nutné podstatné zesílení. Toho může být docíleno pomocí 

elektronových násobičů, které zesilují elektrony pomocí sady dynod. Další možností je 

kontinuální dynodový násobič tzv. „channeltron“ (Hoffmann a Stroobant 2007, Friedecký 

2012). 

Do druhé třídy jsou řazeny detektory schopné zaznamenávat ionty přímo uvnitř 

analyzátoru pomocí páru kovových destiček umístěných blízko iontových trajektorií. Do této 

skupiny patří hmotnostní analyzátory jako je FT-ICR nebo orbitrap. Ionty jsou detekovány jako 

„proudový obraz“ všech přítomných iontů na připojené destičky. Signál je poté zpracován 

Fourierovou transformací (Hoffmann a Stroobant 2007, Friedecký 2012). 
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Obr. 11 Detektory 

Přejato a upraveno z: (Friedecký 2012) 

 

3.5. Metody analýzy nukleových kyselin pomocí hmotnostní 

spektrometrie 

První zmínky analýzy monomerů nukleových kyselin sahají až do 60. let 20. století, 

kdy Biemann a kolegové provedli analýzu nukleosidů a nukleotidů pomocí MS s elektronovou 

ionizací. Tato technika se ukázala býti velmi přesná a citlivá u analýz organických méně 

polárních látek s nižší molekulovou hmotností, avšak nebyly k dispozici dostatečně šetrné 

ionizační techniky, které by zvládly analýzu větších, netěkavých a tepelně senzitivních 

oligomerů. Pokrok byl zaznamenán použitím desorpční ionizace či ionizace rychle rychlými 

atomy, tyto techniky pomohly určovat sekvence oligonukleotidů až po 10-mery. V 80. letech 

20. století byl objeven velký potenciál MS/MS pro určování sekvence oligonukleotidů. Poté již 

byly představeny MALDI a ESI a započal vývoj moderních výkonných analyzátorů, které 

značně urychlily pokrok nejen v určování molekulové hmotnosti, ale i detailních struktur. 

Základní přehled použití ESI a MALDI v analýze nukleových kyselin poskytl Nordhoff 

(Schürch 2016). 

3.5.1. Hmotnostní spektrometrie oligonukleotidů s ionizací elektrosprejem 

ESI-MS/MS s využitím trojitého kvadrupólu či FT-ICR jako hmotnostních analyzátorů se 

využívají mimo jiné k sekvenování oligoDNA či RNA molekul. Díky přesnému určení hmoty 

je možná i analýza modifikovaných nukleových bází či oligoDNA s methylfosfátovou kostrou. 

Například s využitím FT-ICR hmotnostního analyzátoru bylo možné určit strukturu DNA 50-

meru a přesnou pozici mutace jediné nukleové báze (Little et al. 1995). Tento výsledek byl 

získán použitím MS/MS či MS3 s použitím infračervené multifotonové disociace (Nordhoff et 

al. 1996). 
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Skenovací operační mód ESI-MS s kvadrupólovým analyzátorem se hodí pro přímé 

spojení s chromatografickou separací či CZE. Nukleázami naštěpené brzlíkové DNA byly 

pomocí CZE separovány a následně byla provedena detekce všech možných dinukleotidů, což 

umožnilo odvození vzorců modifikovaných oligomerů až po 5-mery. Dalším příkladem je také 

analýza rentgenovým zářením poškozených DNA 4-merů. Ty byly analyzovány pomocí HPLC 

separace s následnou kapilární isotachoforézou a ESI-MS či ESI-MS/MS (Zhao et al. 1995). 

Vyvolané změny bází tak bylo možno identifikovat i v minoritním zastoupení (Nordhoff et al. 

1996). 

ESI-MS je také velice vhodná pro studium nekovalentních komplexů zahrnujících 

nukleové kyseliny, protože poskytuje šetrnou ionizaci přímo z vodné fáze. V tomto případě 

byly úspěšně analyzovány komplexy dsDNA s anatibiotikem distamycinem a několika 

přechodnými kovy. Dále byly vyšetřeny sekvenční požadavky pro vazbu antibiotika 

aktinomycinu D na ssDNA pomocí ESI-MS. Zvláštním případem je také analýza komplexů 

DNA s proteiny (Cheng et al. 1996), např. komplexy mezi ds-oligoDNA nesoucí specifický 

vazebný motiv pro PU.1 transkripční faktor a proteinem byly úspěšně detekovány 

i v dvacetinásobném přebytku nespecifických oligoDNA (Nordhoff et al. 1996). 

McCloskey a kolegové zavedli metodu analýzy posttranskripčních modifikací v RNA 

(Kowalak et al. 1993), která je založená na enzymatickém štěpení RNA molekuly, následné 

HPLC separaci a ESI-MS analýze. Kombinace informací z jednotlivých kroků umožňuje určit 

lokalizaci dané modifikace. Tato metoda je použitelná pro všechny kovalentní strukturální 

modifikace zahrnující změnu v molekulové hmotnosti. K určení druhu modifikace je daná 

frakce z HPLC podrobena enzymatické hydrolýze za tvorby nukleosidů, které jsou poté 

analyzovány pomocí kapalinové chromatografie spojené s ionizací termosprejem a hmotnostní 

spektrometrií. Toto uspořádání bylo aplikováno pro určení post-transkripčních modifikací 

v tRNA a rRNA z různých organismů. Tato metoda byla dále vyvinuta aplikací částečné 

degradace exonukleáz na frakci oligoRNA z HPLC následované ESI-MS (Nordhoff et al. 

1996). 

Ze současných metod využívajících enzymatické štěpení je možné zmínit např. 

charakterizaci krátkých RNA pomocí LC-ESI-MS/MS. Oproti běžným metodám jako jsou 

DNA čipy, biosenzory, kvantitativní PCR v reálném čase či northern blot, LC-ESI-MS/MS 

dokáže navíc analyzovat modifikace v krátkých RNA. Touto metodou byly vyšetřovány 

modifikace v krátkých RNA skládajících se z 16-28 nukleotidů. Po efektivní izolaci 

a neutrálním štěpení RNA probíhá vlastní LC-ESI-MS/MS analýza. Tato metoda umožnila 
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detekovat 57 různých typů nukleosidových modifikací a bylo objeveno 24 modifikací 

v krátkých RNA (16-28 nukleotidů) v lidských buňkách, což nabízí nový rozsah studia funkcí 

ncRNA u savců. Navíc byl objeven demethylační účinek proteinu FTO (s obezitou asociovaný 

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

Dále může být MS využita ke kvalitativní i kvantitativní analýze DNA modifikací jako 

jsou např. epigenetické methylace či jiné modifikace cytosinu nebo modifikací způsobených 

karcinogeny či chemickým poškozením DNA zahrnující alkylaci, oxidaci, deaminaci či cross-

linking. Konkrétním příkladem pro kvantitativní analýzu může být např. HPLC-ESI-MS/MS, 

místo ESI může být použita také APCI. Tyto DNA adukty či modifikace mohou způsobovat 

mutace a hromadění mutací v genech kontrolujících buněčný růst pravděpodobně způsobuje 

rakovinu. Tvorby DNA aduktů může být tedy využito např. ke kvantifikaci reparačních systémů 

či k posouzení potenciálu genetického poškození (Tretyakova et al. 2013). 

3.5.2. Hmotnostní spektrometrie oligonukleotidů s desorpční laserovou 

ionizací za účasti matrice 

Velký potenciál MALDI-MS pro sekvenování nukleových kyselin byl znám již v devadesátých 

letech 20. stolení. Pomocí MALDI-FT-ICR-MS byla určena sekvence šesti nukleotidů 

v oligodeoxyribonukleotidu. DNA sekvenování bylo prováděno na základě enzymaticky di-

deoxyribonukleotidové terminace, kde jsou výsledné produkty separovány elektroforeticky 

na polyakrylamidovém gelu. Tento proces je velmi časově náročný a zdrojem chyb díky 

nedostatečné separaci. MALDI-MS byla navržena jako vhodná alternativa (Nordhoff et al. 

1996). 

Pomocí MALDI-TOF byly sekvence obsahující thymidin nejlépe analyzovány 

v negativním iontovém módu, navíc bylo možné analyzovat oligonukleotidy do velikosti 

20 bází. Poté byla představena 3 - hydroxypikolinová kyselina (3-HPA) jako vhodná matrice 

pro analýzu DNA v positivním iontovém módu, čímž započal rozmach této metody (Wu et al. 

1993). Dále se musely řešit problémy jako depurinace delších DNA fragmentů a tvorba aduktů 

DNA se sodíkem a draslíkem, což vedlo ke zkresleným výsledkům při analýze nad 50 bází. 

Tento problém se dal řešit několika způsoby, avšak klíčovým řešením bylo přidání amonných 

iontů při přípravě matrice (Pieles et al. 1993). Dalším důležitým krokem v rozvoji sekvenování 

oligonukleotidů bylo jejich částečné naštěpení exonukleázami od 5´- a 3´- konce s detekcí 

pomocí MS (Nordhoff et al. 1996). 
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V roce 1995 zaznamenala technika MALDI-TOF značný pokrok integrací zpožděné 

extrakce, což dramaticky zvýšilo rozlišení hmotnostního spektra (Vestal et al. 1995). Dalším 

problémem byla analýza mutací – jedno-nukleotidových polymorfismů (SNPs) (Haff 

a Smirnov 1997). Při hmotnosti molekuly kolem 6000 Da bylo nemožné rozlišit jednu změnu 

(např. z T na A je změna 9 Da). Toto bylo řešeno použitím několikanásobného prodloužení bází 

se specifickým zakončením. Tím byly mutační alely odděleny (Little et al. 1997). Po uvedení 

této techniky byla zahájena kampaň na analýzu mutací pomocí MALDI-TOF-MS. Bylo 

zjištěno, že SNPs se běžně vyskytují v lidských a dalších genomech. Za poslední desetiletí se 

MALDI-TOF začal používat i při molekulární haplotypizaci, analýze metylací, expresnímu 

profilování či detekci mutací (Gut 2004). 

3.5.3. Analýza DNA a RNA pomocí MALDI-TOF-MS 

Nebuněčná fetální DNA a RNA vyskytující se v plazmě či séru těhotných žen nabízí nové 

možnosti studia chorob či abnormalit spojených s těhotenstvím. Stejně tak nádorové buňky 

mohou uvolňovat DNA a RNA, které mohou být použity k diagnózám, prognózám 

či monitorování. Nicméně tyto DNA a RNA jsou zastoupeny většinou ve velmi nízkých 

koncentracích, navíc jsou analýzy komplikovány DNA a RNA vypuštěnými z buněk. MALDI-

TOF-MS je schopná kvantitativní, specifické a senzitivní analýzy těchto nukleových kyselin 

(Ding a Lo 2006). 

Klinicky významná je detekce fetální specifické DNA a RNA pomocí MALDI-TOF. 

Například určení fetálního RhD faktoru je užitečné při zacházení s RhD senzibilizovanou 

těhotnou ženou (Lo et al. 1998). Velké přesnosti bylo dosaženo v klinických podmínkách 

pro RHD (gen kódující RhD antigen) genotypování (Gautier et al. 2005). Je relativně lehčí 

detekovat fetální specifické DNA sekvence jako je SRY (gen určující pohlaví na chromozomu 

Y) a RHD geny, pokud těhotná žena nemá homologní sekvence. V mnoha situacích jako je β-

thalasémie nebo cystická fibróza jsou fetální sekvence v přebytku virtuálně identických 

mateřských sekvencí, kterých může být více než 99 % z celé nebuněčné DNA v plasmě, což 

ztěžuje detekci fetální DNA. U těchto detekcí je potřeba vyšší specifity, čímž se však snižuje 

citlivost (Ding a Lo 2006). 

MALDI-TOF se začala také široce používat pro genotypizaci mutací – SNPs (Tang et 

al. 1999). DNA sekvence jsou nejprve amplifikovány pomocí PCR, poté jsou přebytečné 

nukleotidy odstraněny alkalickou fosfatázou. Následuje reakce prodloužení primerů, která 

umožňuje rozlišit mezi mutovanými a normálními alelami. Primer se váže na DNA hned vedle 



 

44 
 

místa mutace. Poté je přidána směs di-deoxynukleotidů a deoxynukleotidů, které vytváří 

s mutovanými alelami produkty s jinou molekulovou hmotností. MALDI-TOF umožňuje velmi 

přesné určení molekulových hmotností DNA o rozlišení několika Daltonů (Ding a Lo 2006). 

Další klinické využití nachází MALDI-TOF např. v určení koncentrace nebuněčné DNA 

v mateřské plasmě. Například fetální DNA je několikanásobně zvýšena při preeklampsii, která 

postihuje 6-8 % těhotných žen. Zvýšená nebuněčná DNA byla také zpozorována u jistých 

aneuploidií a jiných komplikací spojených s těhotenstvím (Ding a Lo 2006). 

3.5.4. Sekvenování oligoRNA pomocí kyselé hydrolýzy a MALDI-TOF-MS 

RNA ss i ds oligonukleotidy za přítomnosti silných kyselin (pH 1-2) podléhají hydrolýze 

fosfodiesterových vazeb na 5´ konci ribózy. Tyto degradační produkty mohou být analyzovány 

pomocí MALDI spojené s Orbitrapem disponujícím vysokým rozlišením. Z rozdílů 

molekulových hmotností mezi píky může být určena sekvence. Nízká účinnost štěpení 

na koncích řetězců vede ke vzniku dimerů a trimerů, které mohou být identifikovány pomocí 

MS/MS. Touto cestou mohou být určovány sekvence ds i ss částí siRNA 21-meru. Tato metoda 

může být použita i k identifikaci RNA modifikací jako je např. 2´-methoxyribóza na fosfátové 

kostře (Bahr et al. 2009).  
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4. ZÁVĚR 

Hmotnostní spektrometrie je velmi všestranným analytickým nástrojem používaným v mnoha 

analytických odvětvích. Vývoj šetrných ionizačních technik jako je ESI a MALDI společně 

s vývojem moderních hmotnostních analyzátorů umožnil hlubokou analýzu nukleových 

kyselin. Jednotlivé analyzátory mají své výhody i nevýhody, proto jejich volba závisí také 

na cílech analýzy. Metody analýz DNA a RNA pomocí MS vynikají oproti jiným metodám 

vysokou přesností, citlivostí, specifitou, selektivitou, robustností a zejména vysokou rychlostí. 

Nicméně součástí těchto metod jsou také běžné izolační a purifikační kroky. Podle potřeby je 

zahrnuto také enzymatické štěpení. MS může být navíc spojena s kapilární elektroforézou či 

vysokoúčinnou kapalinovou chromatografií, což dodává ještě větší selektivitu a přesnost 

analýz. Velmi často je používaná tandemová MS, která je vhodná pro přesné určení identity 

a sekvence RNA a DNA molekul. Velké využití nachází v analýze modifikací nukleových 

kyselin např. v uspořádání HPLC-ESI-MS/MS. Další velmi rozšířená uspořádání s širokým 

uplatněním jsou např. MALDI-TOF-MS nebo také ESI-TOF-MS. MS nachází celou řadu 

klinicky významných uplatnění v kvalitativní i kvantitativní analýze DNA i RNA. Typickým 

příkladem může být průkaz genu či analýza mutací, které často vedou ke vzniku onemocnění. 
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