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Zaver

1. Uvod

Purinové a pyrimidinové nukleotidy su zékladnymi
stavebnymi kamenmi nukleovych kyselin. Replikacia ge-
nomu a transkripcia genetickej informacie do RNA vSak
nie je zdaleka ich jedinym poslanim v organizmoch. Vyz-
nam jednotlivych nukleotidov je klI'icovy pri fundamental-
nych procesoch, akymi su energeticky metabolizmus
(ATP, GTP), syntéza glykogénu v ZivociSnych bunkéch ¢i
tvorba rastlinnej bunkovej steny (UDP-glukéza). Cyklické
nukleotidy (cAMP, ¢cGMP) su sucastou signalnych drah
na vnutrobunkovej aj medzibunkovej urovni'. Okrem en-
dogénnych nukleotidov si pozornost’ nepochybne zaslizia
analogy nukleobdz, nukleozidov a nukleotidov sluziace
v liecbe nadorovych a virusovych choréb. Mechanizmus
ucinku je Castokrat zalozeny na ich interakcii
s enzymovym aparatom zapojenym do biosyntézy endo-
génnych pyrimidinovych a purinovych nukleotidov’. Tieto
analogy su podavané vo forme prolieCiv a po vstupe do
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bunky konvertované (fosforylované) na aktivnu formu —
nukleotidy. Zvlastnou skupinou, ktora premost’uje zivocis-
nu a rastlinnt riSu, su cytokininové nukleotidy, ktoré st vo
vysSich rastlinach prekurzormi aktivnych hormoénov so
Sirokym spektrom fyziologickych Ucinkov. Ziroven sa
vyznafuju vyraznou cytotoxickou aktivitou voci niekto-
rym Pudskym nadorovym liniam’.

Hladiny endogénnych nukleotidov su ovplyvnené
interakciou metabolitov analégov s enzymami zapojenymi
do ich biosyntézy a metabolizmu. V idedlnom pripade by
analyticka metoda mala byt schopna poskytntt’ informacie
stiCasne o koncentracidch oboch skupin. Pochopitelne,
najviac metodickych prac venovanych analyze nukleoti-
dov pochédza z oblasti mediciny. Koncentracie endogén-
nych nukleotidov, ako aj ich analégov sa stanovuju
v biologickom materiali rozmanitého povodu.
Zo zivocisnych (Pudskych) buniek a tkaniv je to najmi
celkova krv, erytrocyty, periférne krvné mononuklearne
bunky, mozgovomiesny mok alebo kultivované bunky’.
Analyza nukleotidov v rastlinnych pletivach je menej Cas-
ta. Medzi najCastejSie Studované modely patri ardbkovka
thalova (drabidopsis thaliana L) & ryza siata (Oryza
sativa L.)®. Cytokininové nukleotidy boli v 70. rokoch
20. storoc¢ia identifikované v suspenznych  bunkovych
kultarach tabaku virginskeho (Nicotiana tabacum L.),
javora horského (Acer pseudoplatanus L.) a v kultire
zaburinky men3ej (Lemna minor L.)%. V roku 2006 boli
cytokininové nukleotidy stanovené v kokosovom mlieku,
ktoré predstavuje tekuty endosperm plodov kokosovnika
oby&ajného (Cocos nucifera L.)°. V literatire ndjdeme aj
prace venované analyze nukleotidov v mikroorganizmoch,
konkrétne v baktériach Escherichia coli'™" a Paracoccus
denitrificans'? & v plesni Penicillium simplicissimum".

Analyza nukleotidov je ddlezitd najmd v klinickej
praxi. Farmakologicky vyznamné Struktirne analogy su
cielené na enzymy zapojené do biosyntézy a metabolizmu
endogénnych nukleotidov. Pouzivaji sa v lie¢be onkolo-
gickych a virusovych ochoreni’. Dal§imi vyznamnymi
aplikdciami st screening dediénych metabolickych
portich' a tiez sledovanie energetického statusu buniek, ¢
uz nativnych alebo kultivovanych in vitro. Z metodického
pohladu vyzaduje analyza nukleotidov pripravu vzorku,
ktord zahriiuje izolaciu a purifikéciu, a v neposlednom
rade, dostato¢ne citlivii a selektivnu koncovu analyticku
metodu na ich identifikaciu a kvantifikaciu. Autori tohoto
referatu si klada za ciel’ predostriet’ Skalu metdd pouziva-
nych pri analyze nukleotidov a priblizit’ ¢itatelom jej jed-
notlivé kroky.

2. Priprava vzoriek

Prvym krokom pripravy vzoriek je extrakcia nukleoti-
dov z buniek (ZivociSnych, rastlinnych alebo bakterial-



Chem. Listy 770, 133—138 (2016)

nych), pripadne tkaniva (i pletiva v pripade rastlinného
materialu). Vhodne zvolené extrakéné cinidlo rozpusti
analyty a zaroveil zastavuje enzymovu aktivitu, ktord by
mohla (zvlast' v pripade nukleotidov nachylnych na hydro-
lyzu fosfatovych skupin) viest’ k izol4cii artefaktov a tym
skreslit pomer jednotlivych mono-, di- a trifosfatov'’.
Napriek vybornej rozpustnosti nukleotidov vo vode, nie-
ktori autori pouzivaju na ich extrakciu organické rozpus-
tadla ako metanol, acetonitril prip. ich vodné roztoky,
niekedy aj okyslené kyselinou mravéou'®'®. Medzi vyhody
pouzitia organickych rozptstadiel patri rozruSenie bunko-
vych membran (vodné roztoky organickych rozpustadiel
su hypotonické), efektivna denaturacia proteinov, a tiez
moznost  jednoduche;j prekoncentracie analytov
odparenim'’. Otézna je extrakéna uginnost’ s ohPadom na
nizku rozpustnost’ nukleotidov (obzvlast’ di- a trifosfatov)
v organickych rozpustadlach. Vodné roztoky kyselin chlo-
ristej a trichloroctovej st hojne vyuzivané pri extrakcii
nukleotidov z buniek ¢i tkaniv rozneho pdvodu. Navrat-
nost’ nukleotidov je vysoka najmd vd’aka schopnosti uve-
denych kyselin deproteinovat’ vzorky a rozpustit' polarne
a i6nové zliceniny. Problémom ostava pritomnost’ kyselin
vo vzorkach; mozu interferovat’ pri naslednej LC-UV prip.
LC-MS analyze. Z tohoto dévodu (a tiez z dovodu zame-
dzenia pripadnej kyslej hydrolyzy fosfatovych skupin nuk-
leotidov) je potrebné kyseliny chloristt, €i trichléroctovil
odstranit’ pred koncovou analyzou. Pridavok zasady
(najcastejsie KOH, K,HPO, prip. K,CO;) do vzoriek
s kyselinou chloristou, spdsobi vyzrazanie chloristanu
a zéroven neutralizuje roztok'®'"”. Kyselina trichléroctova
sa da vytrepat do etyléteru alebo ferc-butylmetyléteru
extrakciou kvapalina-kvapalina'**’. Vol'ba vhodného ex-
trakéného Cinidla je kIiCova z pohl'adu navratnosti analy-
tov a do velkej miery zavisi od matrice. V publikaciach
byva cCasto jej optimalizacii venovanad samostatna
kapitola'®*'. Extrakcia pevnou fizou (solid phase extra-
ction; SPE) je dnes uz zavedenou purifikaénou metddou.
Uplatnenie nachddza najmd pri analyze latok
v biologickom materiali, ktory predstavuje zlozitd matricu.
Cielom SPE je koncentrovat analyty vo vzorkach
a siCasne odstranit’ latky, ktoré by mohli interferovat
s koncovou analyzou"’. Tato metdda nie je sice pre analy-
zu nukleotidov Uplne typicka, napriek tomu vSak mdézeme
najst’ niekol’ko prac, v ktorych bola uspesne aplikovana.
SPE s kyanopropylovou pevnou fazou bola pouzitd na
zachytenie zvySkov kyseliny trichloroctovej po extrakcii
kvapalina-kvapalina. Kedze nukleotidy sa na tito fazu
neviazu, ostali vo frakcii, ktord kolonkou pretecie (tzv.
flow-through)®. Grafitovd pevna fiza bola vyuzitd pri
purifikacii  extraktov ~ zlistov — ardbkovky thalovej
(Arabidopsis thaliana L.)°. UDP-glukoza a d’alsie cukorné
konjugaty uridindifosfatu boli tymto spésobom izolované
s vysokou navratnost'ou 80 az 90 %. Na principe anidonovej
vymeny bolo zalozené Cistenie extraktov z buniek I'udskeé-
ho folikuldrneho lymfoému®. Navratnost endogénneho
cytidintrifosfatu (CTP), deoxycytidintrifosfatu (dCTP)
a trifosforylovaného metabolitu cytarabinu (cytotoxicky
analdg deoxycytidinu) sa pohybovala v rozpiti 60 az
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75%. Pri  stanoveni endogénnych  nukleotidov
v mozgovomie$nom moku je potrebné kvoli nizkej hladine
nukleotidov minimalizovat’ ich degradaciu, zaroven je ale
nutné vzorky dokonale deproteinovat’ pred HPLC
analyzou®. Prijatelnym rieSenim sa ukézala byt SPE
s polymérnym sorbentom. Negativne nabité nukleotidy st
zachytené hydrofobnymi interakciami vd’aka pouzitiu i6n-
parového cinidla — etanolaminu. Celkova navratnost’ ana-
lytov bola 86,7 % a viac. Zaujimavym pristupom on-line
Cistenia a prekoncentracie je afinitnd chromatografia
s imobilizovanymi i6nmi kovu®. T4 bola prvym krokom
dvojrozmernej HPLC separacie. Po adsorpcii nukleotidov
na sorbent obsahujuci Zelezité iény (Fe’") bola pomocou
vodného roztoku ¢pavku docielena ich elucia
a nasledovala separacia v druhom rozmere. Tato prebicha-
la na principe idnpéarovej chromatografie, ktord je ale ne-
vyhodna z pohl'adu Zivotnosti kolony a kontaminacie i6no-
vého zdroja. Uvedena metodicka praca je pilotnd, a preto
neprekvapuje, ze analyze boli podrobené len Standardné
roztoky nukleotidov a aplikécia na biologicky material nie
je jej sucast'ou. Po extrakcii a dostato¢nej purifikacii vzo-
riek, podstupuju nukleotidy koncovu analyzu, pocas ktorej
su identifikované a kvantifikované.

3. Koncova analyza

Z dévodu podobnosti fyzikalno-chemickych vlastnos-
ti nukleotidov sa pred ich detekciou pouzivajii separacné
metody, ktoré moézeme rozdelit na chromatografické
a elektromigrac¢né. V idedlnom pripade maju jednotlivé
nukleotidy Specificky retencny pripadne migracny cas
a nedochadza ani k ich interferencii s latkami obsiahnuty-
mi v matrici. Separacné metddy tak ulahcuju identifikaciu
a kvantifikaciu nukleotidov. Aj napriek Sirokému spektru
dostupnych separacnych metdéd je analyza nukleotidov
pomerne naro¢na. KIiCovym problémom je pritomnost’
jednej, ¢i viacerych fosfatovych skupin v molekule nukle-
otidu. Kyselina fosforec¢na je stredne silna trojsytna anor-
ganicka kyselina a hodnota jej prvej disociacnej konstanty
pKaije 2,16. Znamena to, Ze nukleotid nesie zaporny naboj
uz pri relativne nizkych hodnotach pH. Ten sa eSte zinten-
zivni v neutralnej oblasti, ked’Ze hodnota druhej disociac-
nej konstanty kyseliny fosforecnej je pKa, = 7,21. Celkovy
negativny naboj sa znasobuje v pripade di- resp. trifosfory-
lovanych nukleotidov a spOsobuje nielen zniZe-
nie potrebnej retencie pri chromatografickej separacii na
kolone s reverznou fazou, ale aj zvySenie neziadtcich in-
terakcii s kovovymi si¢astami LC-MS systému. K tym
patria ventily, davkovacie ihly, kovové kapilary, vratane
kapilary, ktorou vstupuji analyty do iénového zdroja MS
detektora, a tieZ samotna chromatograficka kolona.

Vizba analytov na kovové iony, pripadne silanolové
skupiny sa netyka vyhradne nukleotidov, ale fosforylova-
nych zlicenin vSeobecne. Prejavuje sa zniZenou citlivos-
tou detekcie a zhorSenou G¢innostou separacie (rozsirenim
chromatografickych pikov). KedZze uvedeny problém je
znamy uz niekol’ko rokov a analyza fosforylovanych zla-
cenin nestraca na dolezitosti, analytici vyvijaji stratégie,
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ako nezelané interakcie obmedzit. Prvym sposobom je
deaktivacia chromatografického systému  kyselinou
fosfore¢nou”’. Druhym spésobom je pridanie komplexo-
tvorného ¢&inidla (chelatoru) do vzoriek™?°. Trefou moz-
nostou, ako minimalizovat’ adsorpciu fosforylovanych
zlugenin, je pouzitie zasaditej mobilnej fazy***'*2. Co sa
tyka obmedzenia interakcie fosfatovych skupin so silano-
lovymi skupinami, pokrytie dimetyldichlorsilanom sa uka-
zalo byt’ ¢iastocne U€innym™.

Systematickym skiimanim a podrobnym rozborom
jednotlivych casti LC-MS systému boli identifikovani
hlavni pévodcovia tzv. chvostovania pikov?. Vd’aka vel-
kému povrchu st nimi predovsetkym telo kolony a frity
uzatvarajliice stacionarnu fazu v kolone. Ked’ze uvedené
sucasti st kvoli cenovej dostupnosti a mechanickej odol-
nosti vyrabané prevazne z nerezovej ocele, v tejto Stadii
boli nahradené sklom (bola nim vystlana dutina ocel'ovej
kolony) a polyetylénom (frity). Zmeny v pouzitych mate-
ridloch viedli k znaénému zlepsSeniu separacie z pohladu
ucinnosti a symetrie chromatografickych pikov ako aj citli-
vosti detekcie. Pomer signal/Sum sa zvysil 90- (zamena
ocelovej frity za polyetylénovu) az 170-nasobne (zamena
ocelového tela kolony za ocel’ vystlanti sklom) v pripade
flavin adenozin dinukleotidu (FAD). Této prica je origi-
nalna v pristupe k problému. Snazi sa v prvom rade
o odstranenie jeho priiny a nie len o zmiernenie dosled-
kov. Ostava verit, ze navrhnuté rieSenie bude uspeSne
prenesené do praxe a analytici sa dockaji komercne dostup-
nej kolony vhodnej na separaciu nukleotidov (ale tiez oligo-
nukleotidov, fosfopeptidov, fosfolipidov, fosforylovanych
cukrov atd’.) bez prispevku sekundarnych interakcii.

3.1. Nepriame stanovenie nukleotidov

Jedna z moznosti, ako sa problému nabitych fosfato-
vych skupin vyhnit, vedie cestou enzymatickej alebo che-
mickej hydrolyzy. Tymto spésobom je nukleotid konverto-
vany na nukleozid pripadne az na nukleobazu.
S enzymatickou konverziou sa mézeme stretnut’ pri analy-
ze rastlinnych horménov — cytokininov, ktoré tvoria N6
substituované puriny’*. Jednou z frakcii pri ich analyze st
prave mono-, di- a trifosforylované cytokininové nukleoti-
dy. Inkubacia nukleotidovej frakcie s alkalickou fosfatazou
speje ku vzniku cytokininovych ribozidov. Vyhodou toho-
to pristupu je nenaro¢na separacia jednotlivych ribozidov
na reverznej faze. Vd’aka svojej hydrofobicite su ribozidy
eluované d’aleko za intaktnymi nukleotidmi, ¢im sa jednak
znizuje Sanca na ich vzajomnu koeliciu a interferenciu
s matricou, zaroven sa zvysuje citlivost MS detekcie, ked'-
Ze so zvySujucim sa obsahom organickej fazy v eluate pri
gradientovej elucii rastie odozva hmotnostného spektro-
metra s ionizaciou elektrosprejom®. Nevyhodou tohoto
pristupu ale ostdva nedostatocnd informécia o hladine jed-
notlivych mono-, di- a trifosforylovanych cytokininovych
nukleotidov. O nie¢o presnej§i je pristup zavedeny
v analyze intracelularnych metabolitov antiretrovirotik
ribavirinu, zidovudinu, lamovudinu a stavudinu®®%,
HPLC analyze predchadza frakcionacia nukleotidov po-

135

Referat

mocou anionovo vymennej SPE a k defosforylacii oddele-
nych mono-, di- a trifosforylovanych metabolitov docha-
dza v prislusnych frakciach. Podrobnosti analyzy metabo-
litov inhibitorov reverznej transkriptizy ndjdeme v su-
hrnnom ¢&lanku®. Neenzymaticka kysla hydrolyza v pro-
stredi kyseliny chloristej za zvySenej teploty a pridavku
ditiotreitolu, ktory brani oxidacii tiolovych skupin, je jed-
nym z krokov pripravy vzoriek na analyzu tiopurinovych
nukleotidov v erytrocytoch a v celkovej krvi*. St to meta-
bolity znameho cytostatika 6-merkaptopurinu. Vystupom
z tejto analyzy je ale opét’ len informacia o sume nukleoti-
dov, nie vSak o jednotlivych mono-, di- ¢i trifosfatoch.

3.2. Stanovenie intaktnych nukleotidov

3.2.1. Chromatografické metody

Stanovenie intaktnych nukleotidov poskytuje infor-
maciu o pocte fosfatovych skupin, je vsak sprevadzané
komplikaciami. Chromatografia na reverznej faze je naj-
roz$irenejSou technikou v oblasti kvapalinovej chromato-
grafie’!. Nukleotidy st ale prili§ polarne a nemaju dosta-
to¢nu retenciu. Zarovei je efektivita ionizacie elektrospre-
jom vyrazne nizSia v porovnani s U¢innostou ionizacie
ribozidov anukleobaz, Co usti do nizSej citlivosti
detekcie**™*. Derivatizacia anhydridmi kyselin propiénove;j
a benzoovej vedie k vzniku prislusnych esterov cytokini-
novych nukleotidov a tiez ATP, ADP a AMP. Tento pri-
stup prinasa nielen zvysenie retencie, ale aj znizenie de-
tekéného limitu®. Na druhej strane, esterifikacia prebieha
v nevodnom prostredi a tym padom je navratnost’ nukleoti-
dov s ohl'adom na ich rozpustnost’ otdzna. Zmiernit’ zapor-
ny naboj fosfatov je mozné pridanim iénparového cCinidla
do mobilnej fazy. Horvéth a spol. vysvetl'ujii retenciu i6-
nového paru ako kombinaciu troch javov: 1. I6nové pary
vznikaju interakciou iénu a opacne nabitého protiionu,
ktory je viazany na stacionarnu fazu; 2. K formovaniu
iénového paru dochiddza v mobilnej faze; 3. Interakcia
i6nového paru so stacionarnou fazou®. V pripade nukleoti-
dov sa ako i6nparové €inidla uplatiiujii alkylaminy. Kvar-
térne amoniové soli st pouzitel'né v pripade UV detekcie;
MS detekcia vSak vyzaduje prchavé ionparové Cinidla.
Velkou nevyhodou tohoto typu chromatografie je postup-
na degradacia chromatografickej kolony. Kvartérna amo-
niova sol’ bola pouzita napr. pri analyze endogénnych nuk-
leotidov v kultivovanej plesni Penicillium simplissimum"
a MS kompatibilné prchavé alkylaminy v pripade metabo-
lomickej analyzy extraktov baktérie Escherichia coli®. Po
uréitom pocte analyz dochadza k posunu retenénych casov
analytov a strate separacnej u¢innosti. Pri stanoveni fosfo-
rylovanych metabolitov gemcitabinu v Tudskych mono-
nukledrnych bunkach sa uvadza, ze pocet analyz, ktory je
mozné za danych podmienok (mobilnad faza, stacionarna
faza) dosiahnut’ bez straty reprodukovatelnosti, je pribliz-
ne 300 (cit.*). Iénparové ¢inidla st navyse zname tym, Ze
znizuju U¢innost’ ionizacie a kontaminuji i6novy zdroj
hmotnostného spektrometra'’. Porovnanie dosiahnutych
detekénych limitov dvoch metdd vyuzivajucich ionparova
chromatografiu, lisiacich sa detekciou (tandemova MS*
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resp. UV detekcia®®), vyznieva v prospech tandemovej
MS, rozdiel je priblizne 7- (ADP) az 18-nasobny (ATP).

Dalsou technikou vhodnou na separiciu nukleotidov
je i6novo- (konkrétne anidonovo-) vymenna chromatogra-
fia. Podstatou separacie su rozne silné elektrostatické in-
terakcie medzi opacne nabitymi i6nmi stacionarnej fazy
a analytov. Pritomnost’ neprchavych soli v mobilnych fa-
zach branila spojeniu MS detekcie s idbnovo vymennou
chromatografiou, ktord ma v analyze nukleotidov dlhi
tradiciu'’. Do oblasti LC-MS analyzy nukleotidov bol
tento pristup zavedeny stanovenim metabolitov cytotoxické-
ho analégu deoxycitidinu®’. Kompletna separacia mono-, di-
a trifosforylovaného metabolitu bola uskutocnend za me-
nej ako 2 minuty. Dal§im pozitivom tejto metody, ktoré
stoji za zmienku, je fakt, ze v porovnani s idnparovou
chromatografiou je plne MS kompatibilna. Do mobilnych
faz bola pridand prchava sol’ (octan aménny) a elucia bola
docielena gradientom pH. Podobny pristup bol zvoleny pri
analyze metabolitov cytostatik gemcitabinu resp. cladribi-
nu v Tudskych periférnych krvnych mononuklearnych
bunkach resp. v linii odvodenej z buniek psieho oblickové-
ho epitelu*®*. V najnoviej praci ohladom separécie endo-
génnych nukleotidov na aniénovo vymennej koldéne sa
udéava hodnota pomeru signalu k Sumu 700 pre koncentra-
ciu 25 ng ml™' (49 nM) pre ATP (cit.>"). Maximalna citli-
vost’ pre ATP nebola cielom publikacie, ked’Ze tento kI'G-
Covy energeticky metabolit je abundantny, napriek tomu
vSak moZeme konStatovat’ vyrazne citlivejSiu detekciu ako
v pripade i6nparovej separacie, kde sa ako limit detekcie
pre ATP uvadza koncentracia 58,9 nM (cit.®).

Pordzna grafitova kolona bola v poslednych rokoch
niekol’kokrat Gspe$ne pouZitd na separdciu nukleotidov.
Pilotnou, v LC-MS analyze nukleotidov, je metoda na
separaciu Sestnastich nukleozidov a nukleotidov v MS
kompatibilnych podmienkach®. Ked’ze ide o priekopnicku
pracu, je z velkej Casti zamerand na optimalizaciu podmie-
nok separacie a analyzu realnych vzoriek v nej nenajdeme.
Separacia nukleotidov na grafitovej kolone bola pouzita aj
pri stanoveni monofosforylovaného metabolitu cytostatika
cytarabinu®' a roz§irend pre protreby monitorovania trifos-
forylovaného metabolitu®. Energeticky status kultivova-
nych buniek hepatoceluldrneho karcindmu (Hep G2) bol
hodnoteny po stanoveni pomeru hladin ATP, ADP a AMP.
Tieto boli separované na grafitovej kolone, v alkalickom
pufri, za obdobnych podmienok, aké sa pouZzivaja pri chro-
matografii na reverznej faze®>. Dosiahnuta citlivost’ tande-
movej MS detekcie (LOD pre ATP 150 nM; pre ADP
180 nM apre AMP 66 nM) je porovnatend s metddou,
ktord na separaciu vyuZiva idnparova chromatografiu®.
Chromatografia na poréznej grafitovej kolone sa javi byt
atraktivnou alternativou analyzy nukleotidov z niekol’kych
dovodov. Vdaka chemickej odolnosti tejto stacionarnej
fazy, poskytuje grafitovd koléna velky priestor
k optimalizécii mobilnych faz v celom rozsahu hodnét pH
(0—-14). Nespornou vyhodou je aj moznost’ retencie nabi-
tych nukleotidov bez pouzitia ionparovych &inidiel*. Na
druhej strane, reten¢ny mechanizmus je komplexny, zahr-
fluje m-m interakcie a disperzné sily, a dodnes nie je cel-
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kom objasneny’*>>. Podstatou hydrofilnej interakénej kva-
palinovej chromatografie (hydrophilic interaction liquid
chromatography; HILIC) je rozdelovanie analytu medzi
vodu Ciastocne viazani na staciondrnu fizu a prevazne
organicku mobilni fazu>®. Je vhodna na separaciu polar-
nych latok, vratane nukleotidov. Aplikacie HILIC chroma-
tografie v spojeni s MS detekciou sa v stvislosti s nukleo-
tidmi objavuju najmaé pri $tidiu rastlinného a mikrobidlne-
ho metabolému'"" ale v literature néjdeme aj metodu
na stanovenie intracelularnych metabolitov antivirotika
2-C-metyl cytidinu v pedefiovom tkanive potkanov®. Mar-
kantny rozdiel v citlivosti tandemovej MS detekcie ATP,
ADP a AMP medzi analyzou v kyslom a v zasaditom pro-
stredi je popisany vpraci zoblasti mikrobialnej
metabolomiky®®. Autor na zaklade uvedeného konstatuje
tendenciu fosforylovanych zlicenin k negativnej ionizécii
(deprotonizacii), ktora je este podporena alkalickym pH.
Medzi vyhody HILIC chromatografie patri nesporne MS
kompatibilita, ale hlavne ortogonalita k chromatografii na
reverznej faze pri zrovnatelnej selektivite. O obl'itbenosti
HILIC medzi analytickymi chemikmi sved¢i aj stapajtci
pocet publikacii®'.

3.2.2. Elektromigracné metody

Nabité molekuly migruji v jednosmernom elektric-
kom poli k opacne nabitej elektrode. Uvedeny jav sa nazy-
va elektroforéza a spolu s elektroosmézou (pohyb molekul
vody v kremennej alebo sklenenej kapilare k zaporne nabi-
tej elektrode po vlozeni napétia) tvoria hybnu silu elektro-
migraénych separa¢nych metdd. Zaporny naboj nukleoti-
dov je pri chromatografickej separacii ¢asto vnimany ako
problém. Pri separacii elektromigraénymi metodami je
naopak ziadany, ked’ze k oddeleniu analytov dochadza na
zaklade rozdielnej elektroforetickej pohyblivosti, vyplyva-
jucej z rdznych pomerov velkosti a naboja ionu®. Uspo-
riadanie elektroforézy moze byt plosné alebo kapilarne.
Oproti plosnému usporiadaniu, ktoré je vhodné najmi na
rozdelenie makromolekul (vratane DNA a RNA), k sepa-
racii kapildrnou elektroforézou dochadza v tenkej kremen-
nej kapilare naplnenej zakladnym elektrolytom. Vyhodou
elektroforézy v tomto usporiadani je leps$i odvod tepla
a tym padom je mozné vlozit’ vysSie separa¢né napétie, o
vedie k vy3Sej separaénej u¢innosti a kratSej analyze®.
Konkrétna technika kapilarnej elektroforézy najcastejSie
vyuzivana v analyze nukleotidov je kapilarna zénova elek-
troforéza (capillary zone electrophoresis; CZE). Pokial’ je
v zdkladnom elektrolyte pritomny detergent, hovorime
o micelarnej elektrokinetickej chromatografii (micellar
electrokinetic chromatography; MEKC). Tato technika
bola povodne vyvinuta na separaciu nenabitych molekul,
no niekedy je uspesne pouzita aj pri separacii nukleotidov
s cielom dosiahnut’ vy$$iu G¢innost’ separacie prip. zvysit
selektivitu voci nukleotidom vzhladom na pritomnost
interferentov z matrice'*. Typickym detektorom v kapilar-
nej elektroforéze je UV detektor, prip. detektor s diddo-
vym polom. Jeho citlivost’ je dostacujlca napr. na analyzu
endogénnych nukleotidov a ich pripadnych intermediatov
v Tudskych erytrocytoch'®. Autori tejto metody vyuzili
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kationovy detergent CTAB (cetyltrimetylammonium bro-
mid) a obratili smer elektroosmotického toku. Vysledkom
bola nielen vysoka Uc€innost’ separacie umoziujiica analy-
zu 21 nukleotidov a deoxynukleotidov, ale aj minimalny
vplyv matrice. Metdda bola aplikovand na odhalovanie
vrodenych dedi¢nych metabolickych portich. Hladiny en-
dogénnych adeninovych nukleotidov akoenzymov
v roznych fazach dychacieho retazca boli stanovené
v gramnegativnych  podnych  baktéridch  Paracoccus
denitrificans'?. Na rozdiel od predchadzajucej prace, autori
na zlepSenie rozliSenia jednotlivych nukleotidov pouzili
B-cyklodextrin — cyklicky sacharid, ktory na zaklade rozne
silnej interakcie s analytmi s podobnym pomerom velkosti
a naboja udel'uje rozne elektroforetické pohyblivosti. Spo-
jenie kapilarnej elektroforézy s hmotnostnou spektromet-
riou je experimentalne naro¢né av sucasnej dobe len
zriedkavo vyuzivané na rutinnu analyzu nukleotidov. Vy-
nimkou je prica zoblasti rastlinnej metabolomiky®.
88 primarnych metabolitov bolo rozdelenych podla fyzi-
kalno-chemickych vlastnosti do Styroch skupin. Nukleoti-
dy boli stanovené v extraktoch =zlistov ryze siatej
v skupine spolu s koenzymami. Rozpitie detekénych limi-
tov uvadzané pre tuto skupinu latok je 0,4 az 6,7 pM
a v porovnani s chromatografickymi metédami spojenymi
s MS detekciou je citlivost o nieGo  nizgia* "%,
Z dovodu  abundancie  endogénnych  nukleotidov
v organizmoch to ale nepredstavuje problém. Tato praca
ma v sucasnosti vySe 160 citacii a mohla by snad’ (spolu
s Gspesnymi pracami z inych oblasti vyuzivajacich CE-MS
analyzu) motivovat’ konStruktérov iénovych zdrojov hmot-
nostnych spektrometrov k novym technickym rieSeniam
umoziiujucim robustné a uzivatel'sky privetivé spojenie
CE s hmotnostnou detekciou. Medzi vyhody, ktoré prinasa
kapilarna elektroforéza, je minimdlna spotreba vzoriek,
pufrov a vysoka uginnost’ separacie’. Vyber vhodnej sepa-
racnej techniky musi zohl'adnit’ typ vzoriek, pocet a kon-
centracie stanovovanych nukleotidov.

4. Zaver

Mnozstvo publikacii venovanych analyze nukleotidov
v roznych odvetviach biologickych vied napriec rastlin-
nou, zivo¢iSnou a mikrobialnou riSou pod¢iarkuje ich vyz-
nam v procesoch prebiehajucich v organizmoch. Metodic-
ké prace, zamerané na fundamentilne aspekty analyzy,
rovnako ako aplikacné, tvoria dolezity nastroj v rukéach
lekarov, analytickych chemikov a biologov. Pritomnost’
negativne nabitych fosfatovych skupin v molekule nukleo-
tidov do znac¢nej miery stazuje ich stanovenie kvapalino-
vou chromatografiou s MS detekciou. Za najvyznamnejsi
progres Vv tejto oblasti za uplynulych niekol’ko dekdd mo-
zeme povazovat’ trend smerujuci k stanoveniu intaktnych
nukleotidov (bez predoslej derivatizacie €i Stiepenia fosfa-
tovych skupin) v plne MS kompatibilnych podmienkach.
Za tito moznost’ vd’a¢ime dostupnosti chromatografickych
kolon (najméd aniénovo vymennej, pordznej grafitovej
a HILIC) vhodnych na separaciu nukleotidov.
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Institute, Olomouc): Analysis of Nucleotides in
Biological Material

Nucleotides are essential constituents of all living
organisms. Monitoring of their levels could provide
valuable information about the energy status of native and/
or cultivated cells. Moreover, the enzymes involved in
nucleotide metabolism are often the targets of antiviral,
anticancer and immunosuppressive drugs. This review
brings an overview of methods used for analysis of
endogenous nucleotides and their synthetic analogs in
biological material of various origin. Advantages,
disadvantages as well as the principles of the respective
methods are briefly discussed.



