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1. CILE PRACE

L. Vyvinout a validovat metodu stanoveni adeninu, guaninu, hypoxanthinu,
xanthinu, uracilu a jejich nukleosidl v rostlinnych pletivech
2. Sledovat hladiny purint ve ,,wild-type” a ko-mutantech nukleosidas rostlin

Physcomitrella patens



TEORETICKA CAST




2. METABOLISMUS PURINU A PYRIMIDINU
V ROSTLINACH

Nukleotidy hraji zasadni roli pfi skladovani a vyuzivani genetické informace jako
stavebni bloky jaderné DNA, jejich transkripti a mRNA, ve formé tRNA a rRNA pak i pii
syntéze proteint. Jsou taktéz soucasti koenzymt (NAD, FAD, SAM) a v rostlinach a bakteriich
také prekurzory vitamini skupiny B — riboflavinu, thiaminu a k. listové (Herz et al., 2000;
Hanson and Gregory, 2002). Pfi respiraci a fotosyntéze se produkuji velkd mnozstvi ATP
jakozto univerzalniho prenaseCe energie do dalSich metabolickych déji. ATP se také Gcastni
fixace anorganického dusiku (Smith and Atkins, 2002), fosforu (Raghothama, 1999) a siry
(Vauclare et al.,, 2002) do organickych sloucenin. Pfi proteosyntéze se setkdvame s AMP-
aktivovanymi aminokyselinami, pii syntéze Skrobu, celulosy a dalSich polysacharidi pak
s ADP- ¢i UDP- aktivovanymi monosacharidy. Cyklické nukleotidy pak v bunécné signalizaci
Casto zastavaji roli druhych posli. Jednotlivé nukleotidy se také mohou stat prekurzory pfi
syntéze sekundarnich metabolitt (napf. kofein, viz Ashihara and Crozier, 1999) ¢i fytohormoni

cytokininti (Taya et al., 1978; Astot et al., 2000; Schoor and Moffatt, 2004).

Koncentrace riiznych nukleotidl, nukleosidii a bazi v rostlinné buiice jsou znaéné
odlisné, nejvice jsou, vzhledem k jejich dulezit&jsi roli v energetickém a sacharidovém
metabolismu, zastoupeny nukleotidy adeninu a uracilu (Wagner and Backer, 1992). Celkovy
pool nukleotidl v bunce je silné kompartmetizovan (Stitt et al., 1989) a udrzovan specifickymi

prenaSeci (Reiser et al., 2004; Fiore et al., 1998).

Metabolismus nukleotidd a nukleovych bazi je evoluéné stary a vysoce konzervovany
komplex metabolickych drah, ktery ma ve vSech zivych organismech limitujici vyznam.
Nukleotidy vznikaji de novo z jednoduchych molekul, nebo jsou recyklovany z jiz existujicich
nukleovych kyselin, nukleosidil ¢i bazi. Mohou byt také degradovany na jednoduché molekuly
a poskytnout tak do bun&ného poolu stavebni kameny (PO,”, N, C) pro syntézu jinych
sloucenin. Ackoliv jsou reakce zahrnuté v syntéze, katabolismu a recyklaci purinii popsany jiz
relativné dlouho, o jejich regulaci je zndmo jen malo. Teprve v posledni dob¢ se diky nastrojim
genetiky a molekularni biologie objevuji prace, které popisuji bunécné regulace enzymi téchto

metabolickych drah (Stasolla et al., 2003).

Pivodni vyzkumy metabolismu nukleotidd byly provadény s mikroby ¢i zvitaty, coby
modelovymi organismy (Buchanan and Hartman, 1959; Rebora et al., 2001; Zalkin and Dixon,
1992). Je vSak znamo, Ze metabolismus nukleotidd u rostlin vykazuje, co do moznych reakct,
kontrolnich mechanismti i subcelularni lokalizace enzymt, jisté rozdily od zivocisSného
(Buchanan and Hartman, 1959; Rebora et al., 2001; Zalkin and Dixon, 1992; Zrenner et al.,

2006). Poznatky o odlisnostech purinového metabolismu v rostlinnych druzich byly z nejvétsi
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casti ziskany studiem mutantd Arabidopsis, méné pak nékterych bobovitych (Smith et al., 1998)
nebo lilkovitych rostlin (Riewe et al., 2008).

2.1. De novo biosyntéza

2.1.1. De novo biosyntéza purini

De novo syntéza purini probiha u rostlin podobné jako u Zzivocichti v 10 enzymove
katalyzovanych reakcich z 5-fosforibosyl-1-difosfatu (PRPP), aminokyselin glutaminu (Gln),
glycinu (Gly) a aspartatu (Asp), 10-formyl-tetrahydrofolatu (10F-THF) a CO, za spotieby
5 ATP na syntézu 1 AMP nebo 7 ATP na 1 GMP. Zacina ptrenosem amidové skupiny Gln na
PRPP za vzniku fosforibosylaminu (PRA) katalyzovanym PRPP-amidotransferasou (EC
2.4.2.14). Vytvorenim amidové vazby na molekulu Gly za spotieby ATP a katalyzy GAR-
synthetasou (EC 6.3.4.13) pak vznika glycinamidoribonukleotid (GAR), ktery je nasledné za
ucasti 10F-THF formylovan pomoci GAR-transformylasy (EC 2.1.2.2) za wvzniku
formylglycinamid-ribonukleotidu  (FGAR). Nasleduje dalsi ATP-pohanény pfenos
amidoskupiny GIn katalyzovany formylglycinamidinribonukleotid-synthetasou (FGAM-
synthetasa, EC 6.3.5.3) nasledovany uzavienim cyklu za spotfeby ATP. Tak za katalyzy AIR-
synthetasou (EC 6.3.3.1) vznika 5-aminoimidazol-ribonukleotid (AIR). V dalsim kroku je AIR
karboxylovan  molekulou CO, za katalyzy  AlR-karboxylasou (EC 4.1.1.21)
na 4-karboxyaminoimidazol-ribonukleotid (CAIR). Pfikondenzovanim aspartitu za vyuZziti
dalsiho ATP vznikd N-sukcinyl-5-aminoimidazol-4-karboxamid (SAICAR). Tento krok je
katalyzovan SAICAR-synthetasou (EC 6.3.2.6). Za katalyzy adenylosukcinatlyasou
(EC4.3.2.2) se odstépuje fumarat a vznikd S-aminoimidazol-4-karboxamid-ribonukleotid.
Posledni uhlik purinového skeletu je pienesen z 10F-THF za vzniku 5-formaminoimidazol-4-
karboxamid-ribonukleotidu (FAICAR), ktery nasledné¢ podléha dehydratacni cyklizaci za
vzniku inosin-monofosfatu (IMP). Oba posledni kroky jsou katalyzovany jedinym bifunkénim
enzymem - AICAR-transformylasou / IMP-cyklohydrolasou (ATIC, EC 2.1.2.3 a 3.5.4.10).

Schéma biosyntézy IMP je uvedeno na obr. 1 a.

Z IMP pak vznikaji dal§i purinové nukleotidy - adenosinmonofosfat (AMP) a pies
xanthosinmonofosfat (XMP) i guanosinmonofosfat (GMP). AMP vznikd GTP-pohanénou
substituci C6-hydroxyskupiny IMP aminoskupinou Asp za vzniku adenylosukcindtu. Tato
reakce je katalyzovdna adenylosukcinatsynthetasou (EC 6.3.4.4). Nasledné¢ je pomoci
adenylosukcinatlyasy (EC 4.3.2.2) odstépen fumarat a vznikda AMP. XMP vznik4 oxidaci IMP
na C2 cinkem IMP-dehydrogenasy (EC 1.1.1.205), ktera jako akceptor H™ pouzivd NAD'.
Z n¢j poté ucinkem GMP-synthetasy (EC 6.3.5.2), ktera za spotteby ATP pienasi amidovou
skupinu Gln na C2 XMP vznikA GMP. Pro schematicky nakres biosyntézy jednotlivych

nukleotidu viz obr. 1 b.
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Schéma reakci de novo syntézy purinovych nukleotidl v rostlinach.

syntéza purinového skeletu
syntéza AMP, XMP a GMP z IMP
¢islovani purinového skeletu

De novo biosyntéza purini je u rostlin pravdépodobné lokalizovana v plastidech. Geny

vSech deseti enzyml syntézy IMP obsahuji N-termindlni transitni sekvence pro pienos do

plastidi.

amidostransferasu z Arabidopsis thaliana (Hung et al.,

Experimentalné byla pak lokalizace v chloroplastech dokazdna pro PRPP-

2004). Existuji ovSem dukazy, ze

napiiklad v nékterych bobovitych rostlindch alespon ¢ast syntézy IMP probiha kromé plastida

i v mitochondriich (Atkins et al., 1997). Naptiklad pro AIR-synthetasu z Vicia unguiculata byla

prokazana lokalizace v obou organelach (Smith et al., 1998). Plastidové transitni sekvence byly
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prokazany v ruznych rostlinich i u enzymi syntézy AMP (van der Graaff et al., 2004).
Adeninové nukleotidy jsou nasledné exportovany do cytosolu specializovanym pifenaSeCem
(Leroch et al., 2005). Naproti tomu u enzymu syntézy GMP zadné transitni sekvence nalezeny
nebyly a predpoklada se proto, Ze syntéza GMP probiha v cytosolu (Cao and Schubert, 2001;
van der Graaff et al., 2004). Tomu by také napovidaly vysledky pokusi s '*C znatenym
hypoxanthinem (Stasolla and Thorpe, 2004). Pienasec, ktery by transportoval IMP z plastidd do

cytosolu v§ak dosud popsan nebyl.

Genové analyzy ukazaly, ze exprese de novo biosyntetické drahy je nejsilngjsi
v mitoticky aktivnich pletivech (Senecoff et al., 1996; van der Graaff et al., 2004). Pfredpoklada
se proto, Ze de novo syntéza je intenzivni pouze v délicich se bunikach, kde je velka poptavka po
novych nukleotidech, zatimco ve stalych pletivech je vyuzivdna jen minoritné a vétSinu

pottebnych nukleotidl zajist'uji drahy recyklacni (Zrenner et al., 2006).

2.1.2. De novo biosyntéza pyrimidinia

De novo biosyntéza pyrimidini neboli orotatova draha je vysoce evolucné
konzervovana metabolicka draha, ktera probiha ve vSech organismech v Sesti stejnych
enzymovych krocich za tvorby UMP z karbamoylfosfatu, Asp a PRPP. Karbamoylfosfat vznika
za spotieby dvou ATP z HCO; a amoniaku nebo amidové skupiny glutaminu ucinkem
karbamoylfosfatsynthetasy (EC 6.3.5.5). V dal$im kroku, ktery katalyzuje
aspartattranskarbamoylasa (ATCasa, EC 2.1.3.2) dochazi ke konjugaci karbamoylfosfatu
s aspartatem za vzniku karbamoylaspartatu. Ten je dale cyklizovan na pyrimidinovy kruh
dihydroorotatu  dihydroorotasou  (EC 3.5.2.3).  Dihydroorotdt je poté  oxidovan
dihydroorotatdehydrogenasou (EC 1.3.5.2) na orotat. K orotatu je nasledné ptipojen PRPP za
vzniku orotidin-5‘-fosfatu. Tato reakce je katalyzovana orotat-fosforibosyltransferasou
(EC 2.4.2.10). Orotidin-5‘-fosfat je pak tucinkem orotidylatdekarboxylasy (EC 4.1.1.23)
dekarboxylovan za vzniku UMP. Piehledné schéma de novo biosyntézy UMP je na obr. 2.

Ackoliv de novo syntéza pyrimidind je evoluéné konzervovand co do jednotlivych
reakci, molekularni uspotadani enzymi této drahy je mezi bakteriemi, savci a rostlinami
odlisné. U bakterii je kazdy enzym této drahy samostatnym proteinem. U savcl jsou
karbamoylfosfatsynthetasa, ATCasa a dihydroorotasa sdruzeny do jediného trifunkéniho
proteinu nazyvaného podle prvnich pismen nazvl jednotlivych enzymti CAD (Iwahana et al.,
1996). Stejné tak posledni dva kroky (orotat-fosforibosyltransferasa a orotidylatdekarboxylasa)
jsou u savci realizovany riznymi doménami jediného bifunkéniho enzymu nazyvaného UMP-
synthasa. Rostliny maji UMP-synthasu, ale ne CAD protein; karbamoylfosfatsynthetasa,
ATCasa a dihydroorotasa jsou samostatné proteiny (Walther et al., 1984; Doremus, 1986).

-13-



Asp
R H,N o) ; OH o] ) o]
HCOy + - —7—% [ & fg
O=F|’—O
HN
2 ATP 2ADP HN o Pi Ho o H.O
- 2
o +1Pi Y HoN )\ ©
o} N
NH, o} >‘NH OH H
o) OH
OH -
ubichinon
f1 karbamoylfosfatsynthasa
2 ATCasa 4
3 dihydroorotasa .
@ dihydroorotatdehydrogenasa ubichinol
5 orotat-fosforibosyltransferasa
5 orotidylatdekarboxylasa o 0 (0]
HN _ HN _ HN
| ® | 2 |
O o]
o o "N o 0”7 N o7 N
[ [ PPI  PRPP H
HO—P—O0 €o, HO—P—O CH OH
| o | o
e} o]
OH OH OH OH

Obrazek 2: Schematicky nakres reakci de novo syntézy pyrimidint.

Zatimco ostatni organismy maji 2 typy karbamoylfosfatsynthetasy, které jako zdroj NH3
pouZzivaji pfimo amoniak nebo glutamin, rostliny maji pouze jedinou. Ta je ovSem slozena ze
dvou podjednotek kdédovanych dvéma riznymi geny. Mala podjednotka vykazuje glutamin-
amidotransferasovou aktivitu a uvoliiuje amidicky dusik Gln. Velkd podjednotka uvolnény

amoniak zachycuje a katalyzuje samotnou syntézu karbamoylfosfatu (Giermann et al., 2002).

Enzymy de novo syntézy pyrimidini jsou lokalizovany v obou endosymbiotickych
organelach. Karbamoylfosfatsynthetasa, ATCasa, dihydroorotasa a UMP-synthasa se nachazi
ve stromatu chloroplastdi, zatimco dihydroorotatdehydrogenasa je vazana na vnéj$i stranu
vnitfni mitochondridlni membrany (Doremus and Jagendorf, 1985). Z toho je ziejmé, Ze
v biosyntéze pyrimidinli jsou nutné pienaseCe, které umoziuji prechod dihydroorotatu
z chloroplasti do cytosolu (resp. do mezimembranového prostoru mitochondrii) a naopak
transport orotatu zpét do chloroplastu. Zadny takovy pienase¢ viak dosud nebyl popsan

(Zrenner et al., 2006).

Kazdy z enzymi de novo syntézy pyrimidini kdéduje vétSinou pouze jediny gen
(Giermann et al., 2002). Pravdépodobné proto nejsou znami mutanti biosyntézy pyrimidind,
takovato mutace je totiz ziejmé letdlni. Vyjimku tvoti UMP-synthasa z ryze (Oryza sativa)
a ATCasa z hrachu (Pisum sativum), které jsou kodovany tfemi geny (Zrenner et al., 2006).
Kontrola de novo syntézy na trovni transkripce se proto u rostlin omezuje na celkové zvyseni
exprese v mitoticky aktivnich pletivech a naopak utlum v pletivech stalych. Nicméné i ve
stalych pletivech de mnovo syntéza probiha, pravdépodobné pro doplnéni pyrimidinovych
nukleotidd vyuzivanych v metabolismu sacharidii (napf. stavba bunééné stény nebo syntéza

sacharosy; Giermann et al., 2002).
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Pti regulaci de novo syntézy pyrimidini se ve vyznamné mife uplatiiuje allostericka
regulace nekterych enzymi, predev§im karbamoylfosfatsynthetasy a ATCasy. Prvni z enzymi
je allostericky aktivovan PRPP (Ong and Jackson, 1972) a naopak inhibovan UMP (Kanamori
et al, 1980); tato inhibice mulze byt zruSena ornithinem, coz zamezuje vycCerpani
karbamoylfosfatu v ptipadé soucasné syntézy argininu (O'Neal and Naylor, 1976). ATCasa je
aktivovana ATP a inhibovana UMP.

2.2. Katabolismus

Oproti zvifatim, rostliny musi s dusikem hospodafit podstatné uspornéji. Maji totiz
k dispozici pouze tolik tohoto biogenniho prvku, kolik se ho vyskytuje na jejich stanovisti.
Zatimco zvifata dusikaté odpadni produkty exkretuji, rostliny se je snazi v co nejvétsi mire
recyklovat. Proto jsou nukleové baze a jejich derivaty ve vétSing rostlin degradovany az na CO,

a NH;, ktery je vzapéti opét fixovan.

2.2.1. Katabolismus purini

Oxidace purini na kyselinu mocovou probiha pravdépodobné v cytosolu, nebot
v genech kodujicich jednotlivé enzymy této drahy nebyly nalezeny zadné transitni sekvence
(Hesberg et al., 2004; Yesbergenova et al., 2005). Enzymy dal$iho metabolismu kyseliny
mocové jsou pak, alespon v pifipadé bobovitych rostlin, lokalizovany v endoplasmatickém
retikulu a peroxisomech, coz bylo dokazano jak biochemicky (Hanks et al., 1981), tak byly

i nalezeny prislusné N-terminalni transportni sekvence v jejich genech (Yang and Han, 2004).

AMP je v prvnim kroku deaminovan na IMP G¢inkem AMP-deaminasy (EC 3.5.4.6).
IMP je poté bud’ oxidovdn na XMP pomoci IMP-dehydrogenasy (EC 1.1.1.205), nebo
defosforylovan na inosin (ino) pomoci nespecifickych fosfatas (EC 3.1.3.31) ¢i 5°-nukleotidas
(EC 3.1.3.5). Ino je nasledné hydrolyzovan Ino/Guo-nukleosidasou (EC 3.2.2.2) na hypoxanthin
(hyp) a poté oxidovan na xanthin (xan) xan-dehydrogenasou (XDH, EC 1.17.1.4). Rychlost
degradace adeninu (ade) je fizena AMP-deaminasou, nebot rostliny neobsahuji ade- ani
adenosindeaminasu (Moffatt et al., 2000). Naproti tomu guanosindeaminasa v rostlinach
nalezena byla (Ashihara et al., 1997), proto GMP je nejprve defosforylovan na guanosin (guo)
anasledné bud’ deaminovan na xanthosin (xao) guo-deaminasou (EC 3.5.4.15), nebo
hydrolyzovan na guanin (gua). Gua je poté deaminovan na xan gua-deaminasou (EC 3.5.4.3;
(Ashihara et al., 1997). Spolecnym degrada¢nim produktem vSech purinti predtim, nez dojde
k rozstépeni heterocyklu (a vychozi slouceninou syntézy purinovych alkaloidd) je tedy xan
(Stasolla et al., 2003). Ten je nasledné ucinkem XDH oxidovan na kyselinu mocovou. Kyselinu
mocovou pak urikasa (EC 1.7.3.3) $tépi na allantoin, ktery je dale oxidovan na kyselinu

allantoovou allantoinasou (EC 3.5.2.5). V bobovitych rostlinich jsou allantoin a kyselina
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allantoova dilezitymi transportnimi a skladovacimi formami dusiku (Smith and Atkins, 2002).
Allantoova kyselina je poté prevedena pies ureidoglykolat nebo ureidoglycin (z néjz vznika
ureidoglykolat) az na konecné produkty CO,, NH; a glyoxylat. CO, a NH; poté mohou byt
znovu fixovany (Stasolla et al, 2003). Prehledné schéma degradace purini na kyselinu
allantoovou je v obr. 3.
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Obrazek 3: Schematicky nakres reakci katabolismu purinti.

Rychlost degradace purinti je fizena aktivitou XDH. Je to NAD-dependentni metalo-
flavoenzym, ktery ke své aktivité vyzaduje ptitomnost FAD a Mo-kofaktoru. V Arabidopsis
existuje tento enzym ve dvou isoformach AtXDHI a AtXDH?2, které jsou exprimovany rozdilné
(Hesberg et al., 2004; Yesbergenova et al., 2005). AtXDH?2 je exprimovana konstitutivné a jedna
se tedy pravdépodobné o provozni (housekeeping) enzym. Naproti tomu exprese AtXDHI,
u které¢ se predpoklada dalezitéjsi role v metabolismu hyp a xan, je indukovdna zvySenou
koncentraci soli, suchem a kyselinou abscisovou (ABA). Diky zvySené expresi ve stresovych
podminkéch a produkci reaktivnich forem kysliku se predpoklada jeji ticast v odpovedi rostlin

na stres (Hesberg et al., 2004; Yesbergenova et al., 2005; Zarepour et al., 2010).

2.2.2. Katabolismus pyrimidinu

VétSina reakci katabolismu pyrimidini se podoba obracenym reakcim de novo
biosyntézy. Od té je ale katabolismus oddé€len prostorové, nebot’ probihd v cytosolu. V prvni
fazi jsou pyrimidinové nukleotidy (stejné jako purinové) defosforylovany na odpovidajici
nukleosidy pyrimidin-specifickou 5°‘-nukleotidasou (EC 3.1.3.5). Cytidin je nasledné

deaminovan na uridin (uri) cytidindeaminasou (EC 3.5.4.5). Deoxythymidin a uri jsou
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hydrolyzovany nékterou z nukleosidas (EC 3.2.2.x). Takto uvolnény thymin a uracil (ura) poté
podléhaji redukci dihydrouracildehydrogenasou (EC 1.3.1.2) za tcasti NADPH za vzniku
5,6-dihydrothyminu resp. 5,6-dihydrouracilu. Redukovany pyrimidinovy kruh téchto slouc¢enin
je  nasledné¢ S$tépen  dihydropyrimidin-amidohydrolasou  (EC 3.5.2.2) za  vzniku
3-ureidoisobutyratu resp. 3-ureidopropionatu. Ty jsou deaminovany a dekarboxylovany
B-ureidopropionasou (EC 3.5.1.6) za vzniku 2-methyl-B-alaninu resp. B-alaninu. Schematicky
prehled reakci katabolismu pyrimidint lze nalézt v obr. 4.
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Obrazek 4: Schematicky nakres reakci katabolismu pyrimiding.

Vzhledem k tomu, Ze dihydrouracildehydrogenasa, dihydropyrimidin-amidohydrolasa
i B-ureidopropionasa jsou v Arabidopsis kodovany pouze jedinym genem, transkripcni regulace
této drahy, podobné jako u de novo syntézy, témét neprobiha. Exprese enzymt katabolismu
pyrimidind je v prubéhu ontogeneze piiblizné konstantni, v senescentnich pletivech pak stoupa
(Zrenner et al, 2006). Regulace této drahy proto probihd pravdépodobné podobné jako
v ptipadé de novo syntézy diky subcelularni distribuci enzymt a allosterickym regulacim.
Dihydrouracildehydrogenasa je, stejn¢ jako analogickd dihydroorotatdehydrogenasa,
lokalizovana v plastidech, dihydropyrimidin-amidohydrolasa v organelach sekrecni drahy

a B-ureidopropionasa v cytosolu (Zrenner et al., 2009).

Na rozdil od de novo syntézy, v genech enzymi katabolické drahy pyrimidini je zndmo
nekolik ko-mutanti Arabidopsis. Nejsou-li pyrimidiny jedinym zdrojem dusiku, nevykazuji tito
mutanti pozorovatelné zmény fenotypu. Z toho vyplyva, Ze katabolismus pyrimidinti neni pro

rostlinu za normalnich podminek pfili§ dilezity (Zrenner et al., 2009).
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2.3. Recyklace nukleotidii

Na rozdil od de novo biosyntézy, ktera spotiebovava energii péti nebo sedmi ATP na
produkci jediného AMP nebo GMP, recyklace pouzitych nukleotidi neni energeticky pfilis
naro¢na a spotfebovava pouze jediné ATP. Enzymy recyklac¢ni drahy obnovuji nukleotidovy
pool buiikky pomoci interkonverzi jednotlivych bazi, nukleosidii a nukleotidd vznikajicich pii
bunééném metabolismu (odbouravani RNA a nukleotidi, syntéza methioninu). Zatimco de novo
syntéza je proces evolucné relativné konzervovany, recykla¢ni drahy vykazuji vyraznéjsi

mezidruhovou variabilitu (Katahira and Ashihara, 2002; Kafer et al., 2004).

2.3.1. Recyklace purinii

Ade miZe byt za pfitomnosti PRPP pfeménén pfimo na AMP za katalyzy adenin-
fosforibosyltransferasou (APT, EC 2.4.2.7). V Arabidopsis bylo nalezeno celkem 5 genti tohoto
enzymu (At1g27450, At1g80050, At4g22570, Atd4gl2440 a At5¢l11160), znichz prvni tii
(APT 1-3) byly vrostlingé prokdzany jako funkéni enzymy. Vzhledem k rozdilné expresi
izoforem v riznych rostlinnych organech a rozdilim v substratové specifité je mozné, Ze se
podileji na reversibilni inaktivaci cytokinint (Allen et al., 2002). Stejné tak gua ¢i hyp mohou
byt pievedeny na GMP nebo IMP hyp/gua-fosforibosyltransferasou (HGPT, EC 2.4.2.8). Z bazi
a ribosa-1-fosfatu vyjimecné mohou byt syntetizovany i nukleosidy G¢inkem fosforylasy
purinovych nukleotid (EC 2.4.2.1). Aktivita téchto enzymu je vSak v rostlinach (na rozdil od
zivo€ichtl) velmi mala (Moffatt et al., 2000; Ashihara and Crozier, 1999; Wagner and Backer,
1992), proto vznik nukleosidi z bazi nehraje v recyklaci purind vyznamnou roli. Podstatné
vyznamnéj$i tlohu v rostlinném metabolismu nukleotidd zastavaji nukleosidhydrolasy, které
katalyzuji naopak hydrolyzu N-glykosidické vazby nukleosid za uvolnéni bazi. O téchto
enzymech pojednava kapitola 2.4. Piehledné schéma recyklac¢nich drah v rostlindch lze nalézt

na obr. 5.

Ado, guo a ino mohou byt na pfislusné nukleotidy jednoduse fosforylovany
adenosinkinasou (ADK, EC 2.7.1.20) ¢i guo/ino-kinasou (EC 2.7.1.73) za spotieby jednoho
ATP. Druhy jmenovany enzym se vSak nevyskytuje ve vSech rostlinnych druzich (Katahira and
Ashihara, 2002; Moffatt et al., 2002; Koyama et al., 2003; Deng and Ashihara, 2010). DalSim
enzymem, ktery fosforyluje nukleosidy, je nespecifickd nukleosid-fosfotransferasa
(EC 2.7.1.77), ktera jako donor fosfatu pouziva jakykoli jiny nukleosidmonofosfat. Guo a ado
by mohly byt téz oxidativné deaminovany na ino a xao, ale zatimco guo-deaminasa
(EC 3.5.4.15) byla v rostlinach experimentalné potvrzena, existence rostlinné ado-deaminasy
(EC 3.5.4.4) je ptedmétem diskuse (Zrenner et al., 2006; Katahira and Ashihara, 2002). Aktivita

tohoto enzymu v rostlinach vSeobecné nebyla jednoznacné prokazana, nicméné v genomu
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Arabidopsis existuje jeji pravdépodobny gen (414g04880), jehoz exprese byla i ovétena (Schoor
and Moffatt, 2004).

U vsech enzymu recyklacni drahy se ptredpoklada cytosolarni lokalizace. V jejich
genech nebyly nalezeny zadné transportni sekvence a nékteré z enzymii byly v cytosolu

prokazany pomoci znacenych protilatek (Allen et al., 2002; Moffatt et al., 2000).
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Obrazek 5: Schéma moznych reakei pfi recyklaci purinti

2.3.2. Recyklace pyrimidini

Pyrimidinové, stejné jako purinové, nukleosidy mohou byt pfimo fosforylovany na
odpovidajici nukleotidy pfislusnymi kinasami (uri/cytidinkinasa EC 2.7.1.48 a thymidinkinasa
EC 2.7.1.21). Pro thymidinkinasu jsou v Arabidopsis popsany dva geny a bylo potvrzeno, ze
jsou oba transkribovany (Schmid et al., 2005); jeji enzymova aktivita vS§ak dosud prokdzana

nebyla.

Z pyrimidini mtze byt jediny ura pieveden piimo na UMP ura-fosforibosyltransferasou
(EC 2.4.2.9), ta ma vSak v rostlinach podstatné nizsi aktivitu nez nukleosidkinasy (Ashihara et
al., 2000). Rodina ura-fosforibosyltransferas v Arabidopsis sestavd z n€kolika ¢lenti, které jsou
lokalizovany v cytosolu nebo v plastidech (Schmid et al., 2005), proto se predpoklada, ze

recyklace pyrimidinii probihé v téchto dvou organelach.

2.4  Rizeni metabolismu purini

Pomeér katabolismu (a tim i de novo syntézy) a recyklace nukleotidi je v rostlinach fizen
aktivitou nukleosidhydrolas (NSH, EC 3.2.2.x, obr. 6), které $tépi nukleosidy na volnou bazi
aribosu (Jung et al., 2009) a tim umoziuji vstup bazi do katabolickych reakci. Tyto enzymy
jsou dobtfe popsany v bakteriich, parazitickych prvocich a kvasinkach, kde byly urceny
i krystalové struktury (Degano et al, 1996; Versees et al., 2001). V rostlinach byly

charakterizovany teprve relativn€ nedavno (Campos et al., 2005; Jung et al., 2009; Jung et al.,

-19-



2011). Poznavacim znakem nukleosidas je aspartatovy cluster sekvence DXDXXXDD, ktery se
nachazi pobliz N-konce polypeptidového tetézce a tvori aktivni centrum téchto enzymi

(Versees and Steyaert, 2003).
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Obrazek 6: Schéma hydrolyzy nukleosidi katalyzované nukleosidasami.

V Arabidopsis je znamo celkem 5 nukleosidas (AtNSH 1-5) s riznou substratovou
specifitou a lokalizaci. AtNSH1 se nachazi v cytosolu xylému kofenll a jejimi nejlepSimi
substraty jsou uri, xao, ino a ado (Jung et al, 2011). Krom¢ nich vSak dokaze Stépit
i isopentenyladenosin (iPR), proto je mozné, ze se také podili na aktivaci cytokininl (Jung et al.,
2009; Chen and Kristopeit, 1981), podobné jako LOG, ktery $tépi monofosfaty (Kurakawa et
al., 2007). Ky pro cytokininové ribosidy je vSak vyrazné vyssi, nez jejich fyziologicka
koncentrace (Ky pro iPR je 0,44 mM; Jung et al., 2009), proto zapojeni nukleosidas pfi jejich
aktivaci neni pfili§ pravdépodobné (Riegler et al., 2011).

Aktivita cytosolarni AtNSH1 je v rostlinach Arabidopsis nejvyssi a je proto povazovana
za hlavni provozni enzym pro Stépeni jak pyrimidinovych, tak i purinovych nukleosidi (Jung et
al., 2011). AtNSH2, ktera je lokalizovana taktéz v cytosolu, vykazuje silnou substratovou
specifitu pro ino (Jung et al., 2011). Je exprimovana v pozdné senescentnich pletivech (van der
Graaff et al., 2006), kde pravdépodobné podporuje aktivitu AtNSH1 (Jung et al, 2011).
AtNSH3 obsahuje oproti pfedchozim dvéma isoformam dvé nukleosidasové domény se silnou
substratovou specifitou pro ado a ino (Jung et al, 2011). Je pravdépodobné jedinou
nukleosidhydrolasou lokalizovanou v apoplastu, kde se nejspiSe podili na odbourani
extraceluldrniho ATP a tim se ucastni rostlinné odpovédi na poranéni nebo napadeni patogenem
(Jung et al., 2011). Funkce ani exprese AtNSH4 a 5 in vivo nebyly dosud popsany (Jung et al.,
2011). Vzhledem k relativné Siroké substratové specifité popsanych nukleosidas se predpoklada,

Ze svoje substraty rozpoznavaji pies ribosu (Versees and Steyaert, 2003).

Physcomitrella patens je jednim z nejlépe charakterizovanych druht mechti. Podstatnou
cast svého kratkého zivotniho cyklu se vyskytuje v haploidni formé gametofytu a opravy DNA
probihaji velmi casto homologni rekombinaci. Proto je P. patens Casto vyuzivana jako
modelovy organismus niz$ich rostlin v reversné-genetickych a evoluc¢nich studiich a v posledni

dobé také vrostlinnych biotechnologiich (molekularni farmateni). Genom P. patens ma
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priblizn€ 480 Mbp v 27 chromozomech a byl kompletné osekvencovan v roce 2006 (Rensing et

al., 2008).

V P. patens jsou znamy celkem 3 NSH (PpNSH 1-3). Retézec PpNSHI ma
334 aminokyselin (36,08 kDa) a ve fyziologickych podminkach tvoii homodimery, PpPNSH2 ma
329 aminokyselin (35,46 kDa) a PpNSH3 ma 349 aminokyselin (37,67 kDa) (Turcinov, 2011).
Vsechny tfi isoformy jsou lokalizovany v cytosolu (Tur¢inov, 2011). PpPNSH1 je nejaktivnéj$im
enzymem se specifitou pro puriny (Ky = 82 uM pro ino, 101 uM pro ado a 166 uM pro guo),
jeji afinita pro uri je vyrazné nizsi (Ky = 1,49 mM). Co do substratové specifity, vykazuje tedy
jistou podobnost s AtNSH2 a 3 (Turcinov, 2011). PpNSH?2 je naproti tomu specificka pro uri
(Kv = 1,02 mM), pro purinové nukleosidy nebyla zjisténa zadna aktivita (Tur¢inov, 2011).
Naproti tomu popsané AtNSH maji Ky i pro nejlepsi substraty v fadu mM, ackoli fyziologicka
koncentrace nukleosidii v rostlinnych pletivech je viadu nM. Gen PpNSH3 se prozatim
nepodafilo heterologné exprimovat a ko-mutant nevykazuje zadné fenotypové zmény vici WT,
proto se predpoklada, Ze alesponi ve stadiu sporofytu nema tato isoforma vyraznou

fyziologickou ulohu (Tur¢inov, 2011).
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3. PRISTUPY K ANALYZE PURINU

V analyze purinti se diky jejich fyzikalné-chemickym vlastnostem pouzivaji predevsim
chromatografické a elektroforetické techniky. Historicky jsou s analyzou spjaty predev$im
papirova chromatografie (Hotchkiss, 1948), kapalinova chromatografie na iontoménicich
chromatografie na tenké vrstvé (Drach and Novack, 1973). HPLC byla poprvé pouzita pro
separaci nukleotidd na anexu jiz v roce 1967 (Horvath et al., 1967), nasledovalo pouziti katexu
pro analyzu nukleosidli a bazi (Horvath and Lipsky, 1969). Z technik elektroforetickych je to
historicky predevS§im papirova elektroforéza (Adams and Nakatani, 1968), v soucasnosti pak

témer vSechny techniky elektroforézy kapilarni.

3.1. Elektroforetické metody

V analyze nukleovych kyselin a jejich komponent (nukleotidt, nukleosidi i bazi) byva
dnes metodou prvni volby kapilarni elektroforéza (CE). To je dano vysokou polaritou téchto
latek a jejich acidobazickym chovanim (protonace volnych elektronovych pard na nékterém
z heterocyklickych dusiki). V nabitém stavu pak tyto molekuly snadno migruji v elektrickém
poli. V klinické praxi se kapilarné elektroforetickych metod (vedle chromatografie na anexech
¢i reversnich fazich a hmotnostni spektrometrie) pouziva rutinné napf. pfi novorozeneckém
screeningu dédiénych metabolickych poruch (Adam et al., 1999; Prezelj et al., 2000; Gross et
al., 1995).

Pti CE stanoveni derivati nukleovych bazi se pouziva ruznych technik — prosta CZE
(napt. Haunschmidt et al., 2008), ITP (Bruchelt et al., 1993), nebo MEKC (Adam et al., 1999).
Casto se pracuje v nepokrytych kapilarach s BGE o vysokém pH (> 9) pti normalni polarité, coz
maximalizuje elektroosmoticky tok (EOF) a zlepSuje separaci jednotlivych purinovych
a pyrimidinovych derivati, které maji pii vysokém pH (¢astecny) zaporny naboj a snazi se tedy
migrovat ,,proti proudu” EOF. Maji ale pfili§ malou mobilitu a jsou proto strhavany EOF
smérem k detektoru a separovany efektivnéji, nez na zakladé pouhého rozdilu v mobilitach

jednotlivych derivati.

Jak jiz bylo feCeno, nejcastéji jsou nukleové baze a nukleosidy separovany v silng
alkalickém BGE. Z toho také vyplyva volba slozeni BGE. Nejcastéji se pouzivaji pufry
uhli¢itanové (Geldart and Brown, 1999), fosfatové (Lin et al., 1997), nebo boratové (Adam et
al., 1999). Uhli¢itanové pufry maji n¢kolik vyhod — nejsou toxické, poskytuji velmi stabilni
EOF a, je-li jako protiiont pouZzit amonny kation, jsou i volatilni a tedy MS-kompatibilni
(Geldart and Brown, 1999). Boratové pufry naproti tomu maji niz8§i vodivost, coZ umoziuje

pouziti vétSich separacnich napéti a tim zkraceni doby analyzy.
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Nejcastejsim zpusobem detekce nukleovych bazi a nukleosidi je spektrofotometrie
v UV oblasti, nejcastéji pii 254 nm. UV-detekce neni ovSem v kapilarni elektroforéze prili§
citlivd — je limitovana délkou optické drahy, kterd je dana vnitinim primérem pouzité kapilary,
nejcasteji tedy 50 nebo 75 um. Z tohoto divodu byvaji detek¢éni limity pti UV-stanoveni
nejcast&ji v fadu jednotek pmol . dm™ (Adam et al., 1999; Adam et al., 2002; Klampfl et al.,
2002). Vyssi citlivost i selektivitu ma potom detekce amperometricka, ktera ov§em nebyva
obvyklym prislusenstvim CE pfistroju. Jako pracovni se Casto pouziva elektroda grafitova,
platinova nebo médéna, kterd se udrzuje na potencialu kolem +0,9 V vici kalomelové
referen¢ni elektrod€. Vyssi napéti sice jesté zvysuji citlivost detekce, snizuji vSak jeji selektivitu

a maji za nasledek vyssi Sum zakladni linie (Chen et al., 2002).

My jsme vtéto praci zvolili separaci technikou micelarni elektrokinetické
chromatografie (MEKC), ktera umoziuje separovat i latky nenabité (nebo nabité pouze slabg)
za prispéni nepolarniho vnitiniho prostoru micel detergentu. V usporadani s normalni polaritou
a alkalickym nosnym elektrolytem (v naSem piipadé pH = 9,6) je elektroosmoticky tok velmi
silny a unasi zony jednotlivych analyti smérem k detektoru i pfes to, Ze tyto jsou
elektrostatickymi silami tazeny smérem od detektoru a tim padem brzdény. Rozdélovaci
rovnovaha mezi nosnym elektrolytem a hydrofobnim nitrem micel detergentu pak ¢ini separaci

jesté efektivngjsi. Cela situace je schematicky znadzornéna v obr. 7.

/ 5 A1) k"
-,
{ elektrostaticka sila

\ pusobici na molekuly riznych latek
‘ (pH=9,6 = analyty jsou zaporné nabité

a bez EOF by migrovaly zpét k anodé) UV-detektor

Cr

&%hb e%% .‘%ee %"“%

N =& micely
@%0 detergentu

) rozdélovaci rovnovahy

p: mezi nosnym elektrolytem

a hydrofobnim nitrem
micel detergentu

Obrazek 7: Schematicky nakres principu stanoveni bdzi a nukleosidi pomoci micelarni
elektrokinetické chromatografie. Autorem obrazku je H. Kotlandova.
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3.2. Chromatografické metody

V soucasné¢ dobé se k chromatografické separaci purini v klinické praxi nejcastéji
pouziva vysokouc¢inné kapalinové chromatografie v systému reversnich fazi (Ito et al., 2000),
ktera je dnes asi nejroz$ifenéj$i a nejdostupnéjsi chromatografickou metodou. Vyhodou této
metody jsou, zejména pii pouziti kapilarnich kolon, velmi nizké detekéni limity (ve srovnani
s CE prii pouziti stejné detekéni techniky) a relativné velky dynamicky rozsah. Naopak diive
oblibena chromatografie na iontoménic¢ich byla spiSe zatlatena do pozadi, pravdépodobné
zejména z diivodu stale oblibengjsiho pouziti detekce hmotnostnim spektrometrem, se kterym

neni pouziti gradientu iontové sily pfi eluci z ionexu pfili§ kompatibilni.

Chromatograficka separace purind na reversni fazi je nicméné provazena problémy
s nizkou retenci analyti na koloné, coz je disledkem jejich vysoké polarity a obsahu
disociabilnich skupin. Z toho diivodu je pfi separaci purinti kritickym faktorem pH mobilni faze.

Nejbazi¢téjsi z nasich analytd, ade, ma pK, = 4,17, naopak nejkyselejsi xan ma pK, = 7,44.

Paradoxem je, ze nukleosidy maji obecné vyssi retenci nez jejich baze, ackoliv jsou vice
rozpustné ve vod¢ (a tedy polarngjsi). Za timto jevem stoji pravdépodobné vertikalni ,,stacking*
jednotlivych nukleovych bazi ve vodnych rozpoustédlech. Sila tohoto jevu je rtizna pro kazdou
latku a stoupa v fadé pyrimidin < purin < nukleosid < deoxynukleosid. Slou¢eniny s nejmensim
»wStackingem® jsou nejméné hydrofobni a maji proto nejkrat$i retenéni Casy (Brown and

Grushka, 1980).

Pti separaci nukleovych bazi a nukleosidi se casto uplatiiuji jako mobilni faze
mraven¢anové nebo octanové pufry o pH kolem 5 (Ito et al., 2000). Pti tomto pH jsou totiz
puriny nejméné protonovany a nejvice se tak projevuji jejich hydrofobni vlastnosti. Proto jsou
na kolonach s reversni fazi zadrzovany a separovany. Casté oviem je i pouziti mobilni faze
o pH vyrazné kyselejSim, vétSinou kolem 2.,5. To ma své opodstatnéni, je-li diraz na separaci
kyslikatych derivati (hyp, xan a pyrimidint), jejichz pKy je posunuto vice do kyselé oblasti. Pti
diagnostice dédi¢nych poruch metabolismu nukleotidi se purinové a pyrimidinové derivaty
separuji na reversni fazi s pokrytymi silanolovymi skupinami v mobilni fazi slozené z octanu
amonného a kyseliny mravenci o pH 2,8 (Hartmann et al., 2006). Extrémnim ptikladem pak
muze byt prace L. Monsera, ktera se zabyva HPLC stanovenim Cerstvosti plodii mofe a pouziva
jako mobilni fazi fosfatovy pufr s ptidavkem kyseliny trichloroctové o pH 2,0 (Monser, 2004).
Pti takto nizkému pH mobilni fize ovSem nelze pouzit bézné oktadecylové stacionarni faze,

proto je v této praci pouzita kolona s naplni porézniho grafitu.

Jednim z praktickych disledki slabé retence nukleosidi a bazi na reversnich fazich je
i nutnost pro jejich separaci pouzivat dlouhé kolony (vétSinou 250 mm). V disledku toho se

analyzy imérné prodluzuji a snizuje se tak rychlost prostupu vzorku. Diky potfebé zrychlovat
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analyzy se v soucasné dobé stavaji stale popularngjsi kolony, v nichz klasicky oktadecylovy
sorbent nese chemickou modifikaci, ktera mu umoziuje vétsi retenci polarnich analytd.
Takovou modifikaci byva nejcastéji pokryti volnych silanolovych skupin polarnimi rezidui
(,,polar end-capping®) nebo vneseni takovéto polarni skupiny piimo do oktadecylového (nebo
pripadné jiného) fetézce reversni faze (,,embedded polar group*). Takovychto kolon se pouziva
nejcasteji tam, kde je zapotiebi velkého prostupu vzorkd, tedy napiiklad v metabolomickych

studiich (napft. Lu et al., 2006)

S jistymi vyhodami by pravdépodobné bylo mozno nukleové baze a nukleosidy
separovat technikou chromatografie s hydrofilni interakci (HILIC), ktera se v posledni dobé¢
stava stale vice popularni. Mezi vyhody této techniky patii separace velmi polarnich analytd
v prostfedi o vysokém obsahu organické slozky mobilni faze, coz pii detekci hmotnostnim
spektrometrem s ionizaci elektrosprejem snizuje limity detekce a zvySuje reproducibilitu
stanoveni. Zaroven vSak dochazi k roz§itovani a chvostovani pikl v porovnani s chromatografii
na reversni fazi (Hemstrom and Irgum, 2006). Dosud jsme zaznamenali pouze jedinou praci, ve
které je vyuzita HILIC chromatografie pfi stanoveni nukleotidd, nukleosidi a nukleovych bazi

(Mora et al., 2010).

K detekei nukleovych bazi po chromatografii se nejcastéji pouziva klasické UV detekce,
vétSinou pii 254 nm (Monser, 2004; Safranow and Machoy, 2005; Fan et al., 2007; Kaneko et
al., 2009). Velmi citlivy je detektor fluorescenéni, puriny vSak samy nefluoreskuji. Proto je pred
analyzou nutné je derivatizovat, coz komplikuje pfipravu vzorku a je nutno pocitat s tim, ze
derivatizace neprobiha kvantitativné, coZ snizuje piesnost méfeni. Na druhé strané ovSem
fluorescencni znacka zvySuje retenci na reversni fazi a tim usnadiiuje analyzu (Katayama et al.,

2001).

Velmi oblibenym detektorem je pro svou univerzalnost, specifi¢nost a v posledni dobé&
i snadnou dostupnost hmotnostni spektrometr (MS), nejcastéji s ionizaci elektrosprejem (ESI).
Lze jej dnes jiz celkem snadno on-/ine spojit s kapalinovym chromatografem a poskytuje kromé
informace kvantitativni i informaci kvalitativni (m/z iontu nebo, v ptfipadé tandemovych
pristroji, fragmentacni spektrum). To je zvlast€¢ vyhodné, pokud vSechny analyty nejsou
dokonale chromatograficky separovany (Ito et al., 2000; Lu et al., 2006). Dalsi vyhodou je
moznost pouziti izotopoveé znaCenych internich standardii, coz zpfesiiuje stanoveni a zvétSuje
jeho dynamicky rozsah. Jistou nevyhodou je pak omezeni vybéru pufrli pouze na ty, které jsou
tekavé, tedy vétSinou amonné soli kyselin mravenci (pK, = 3,75), octové (pK,=4,76) nebo

mén¢ Casto uhli¢ité (pK,; = 6,35) a relativné vysoka potizovaci cena.
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EXPERIMENTALNI CAST
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4.1.

4.2.

4.3.

MATERIAL A METODY

Biologicky material
pryty Arabidopsis thaliana (Col.)

Physcomitrella patens (WT, single-ko-mutanti PpNSHI, 2 a 3), lyofilizované vzorky
odebrané po 21-denni kultivaci suspenzni kultury; poskytnuto laboratofi prof. von

Schwartzenberga z Universitdt Hamburg

Pristroje
sestava kapilarni elektroforézy Agilent CE G1600; Agilent Technologies; Santa Clara,

CA, USA

sestava UPLC-MS/MS Quatro micro™ - Acquity'™ Ultra Performance LC (Binary
solvent manager, Sample manager) s hmotnostnim detektorem Micromass Quatro

Micro™; Waters; Milford, MA, USA

sestava UPLC-MS/MS Xevo'™ — Acquity"™ Ultra Performance LC (Binary solvent
manager, Sample manager, 2996 PDA detector) s hmotnostnim detektorem Xevo™

TQ MS; Waters; Milford, MA, USA
pH metr Oakton® pH 700 Benchtop Meter; Cole-Parmer; Vernon Hills, IL, USA

Sulpeco 5-8063 filtraéni nalevka + 5-8070 odsavaci zabrusova banka +

0,45 pm x 47 mm filtry Nylon 66; Sulpeco; Bellefonte, PA, USA
ultrazvukova lazen Transsonic 310; Elma Hans Schmidbauer GmbH & Co.; Singen, D
Milli-Q Simplicity 185; Millipore Corp.; Billerica, MA, USA
centrifuga AvantiTM 30; Beckman; Brea, CA, USA
dusikova odparka TurboVap® LV; Caliper Life Sciences; Hopkinton, MA, USA

vakuova odparka Acid resistant CentriVap vacuum concentrator; Labconco Corp.;

Kansas City, MO, USA
termoblok Grant BTD; Camlab; Cambridge, UK

laboratorni vahy ER-182A; A&D Weighing; San Jose, CA, USA

Material

kfemenna kapilara napokryta, Simplus Capillaries 75/375 um; MicroSolv Technology
Corp.; Eatontown, NJ, USA
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4.4.

chromatografickd kolona BetaMax Neutral; 250 x 4,6 mm (5 pum); Phenomenex;
Torrance, CA, USA

chromatograficka kolona Pinnacle DB IBD; 100 x 2,1 mm (1,9 pm); Restek; Bellefonte,
PA, USA

LUT syringe filters 25 mm / 0,22 um; Labicom; Olomouc

PVPP sorbent; Fluka; Milwaukee, WI, USA

SPE kolony:
Bond Elut C18, 30 mg/ 3 ml; Varian; Agilent Technologies.; Palo Alto, CA, USA
Oasis HLB, 200 mg / 6 ml; Waters; Milford, MA, USA
Bond Elut SCX, 100 mg/ 1 ml; Varian; Agilent Technologies.; Palo Alto, CA, USA
Oasis MCX, 30 mg/ 1 ml; Waters; Milford, MA, USA
Oasis MAX, 30 mg/ 1 ml; Waters; Milford, MA, USA

Sep-Pak® Classic C18 500 mg; Waters; Milford, MA, USA

Chemikalie

amoniak, 25% roztok p. a.; Lach-Ner

EtOH 96%, kvasny denaturovany 5 % MeOH; moravsky lihovar Kojetin
glycin pro ELFO, > 99 %; Roth

H;BO;, p. a.; Lachema Brno

chloroform, p. a.; Penta

kyselina mravenci, p. a.; Merck

kyselina octova, p. a.; Sigma

kyselina trichloroctovd, > 99 % (titration); Sigma
MeOH, gradient grade for liquid chromatography; Merck
NaOH, > 98 %; Lach-Ner

octan sodny trihydrat, p.a.; Lachema Brno

SDS, electrophoresis purity (catalog No: 161-0302; Bio-Rad; Hercules, CA, USA)

standardy bazi a nukleosidi:
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Adenin, > 99 % (HPLC); Fluka

Adenosin, > 99 %; Sigma

Guanin puriss., > 99 % (HPLC); Fluka

Guanosin, > 98 %; Sigma

Hypoxanthin, > 99 %; Sigma

Inosin, > 99 %; Sigma

Uracil, > 99 %; Sigma

Uridin, > 99 %; Sigma

Xanthin BioUltra, > 99 %; Sigma

Xanthosin dihydrat, > 99 %; Sigma

4.5. Priprava roztoki

» BGEI — 60 mM H;BOs, pH = 9,6 (50% NaOH), 80 mM SDS

O

priprava BGE: Ptipravili jsme si zasobni roztok H;BO; o koncentraci 300 mM
(rozpusténim 927,5 mg krystalické H;BOj; v redestilované vodé a doplnénim do
celkového objemu 50 ml v odmérné banice) a zasobni roztok SDS o koncentraci
400 mM (5,7676 g na 50 ml). Na 50 ml BGE jsme do kadinky odpipetovali
10 ml 300 mM H3;BOs, pridali 28 ml redestilované vody a na pH metru nastavili
pH na 9,6 pomoci 50% NaOH. Tento roztok jsme poté prevedli do 50 ml
odmérné banky, ptidali 10 ml zés. roztoku SDS o koncentraci 400 mM

a doplnili redestilovanou vodou.

*  BGE2 - 60 mM H;BOs, pH = 9,6 (50% NaOH), 60 mM SDS

O

ptiprava BGE analogicky, pouze zas. roztok SDS se ptidava v objemu 7,5 ml

= BGE3 - 60 mM H;BO;, 60 mM glycin, pH=9,6 (50% NaOH), 60 mM SDS

O

piiprava BGE analogicky — smichali jsme 10 ml 300 mM roztoku H;BO;
s 10 ml 300 mM roztoku glycinu (1,1261 g na 50 ml), ptidali 20 ml H,O,
upravili pH na 9,6 (50% NaOH), pfidali 7,5 ml zas. roztoku SDS a doplnili
objem do 50 ml

=  MFI - 20 mM NH,Ac o pH = 4,7 (A) + MeOH (B)

O

piiprava MF1 A: Do kadinky s pfiblizné¢ 400 ml redestilované vody jsme
napipetovali 578 pl kyseliny octové a na nakalibrovaném pH metru upravili pH
na 4,7 pomoci 25% roztoku amoniaku. Roztok jsme ptevedli do 500 ml
odmérné banky a doplnili redestilovanou vodou. Poté jsme pufr piefiltrovali na

0,45 pm filtru (Sulpeco) a ptelili do zasobni lahve.
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4.6.

4.6.1.

MF2 — 20 mM NH4Ac o pH = 5,8 (= A) + MeOH (= B)
o pfiprava analogicky jako MF1
MF3 — 0,1% kyselina mravenci (FA; A) + MeOH (B)
MIX5 — ekvimolarni koncentrace vSech 10 analyti v 0,1% kyseliné mravenci
s pridavkem 2.10° M "N, Xan
o priprava kalibracni fady: z50 ul zasobniho roztoku o koncentraci
1,111.10* M kazdého z deseti studenych standardii jsme odpipetovali 5 pl
a pridali 45 pul 0,1% FA, opét odebrali 5 ul... K takto pripravené koncentracni
fadé jsme pak ptidali vzdy 5 pl roztoku °N, Xan o koncentraci 2.10* M
Bieleski roztok — smés MeOH / chloroform / H,O / FA v objemovém poméru
12/3/4/1
SCX ekvilibraéni roztok — 2% FA v 50% MeOH
SCX eluéni roztok — smés 4 M amoniaku s MeOH v objemovém pomeru 2:3
o na 50ml roztoku jsme ptidali 5,45 ml 25% amoniaku ke 30 ml MeOH
a v odmérné bance doplnili H,O (14,55 ml)
10 mM octan amonny, pH = 4,7
o Do ptiblizn¢ 45 ml H,O jsme ptidali 28,9 pl kyseliny octové, na pH-metru
titrovali 25% amoniakem do pH = 4,7 a poté v odmérné bance doplnili H,O do
objemu 50 ml
25 mM mraven¢an amonny, pH = 3,8
o Do pftiblizné¢ 45 ml H,O jsme ptidali 57,5 ul kyseliny mraven¢i a na pH-metru
titrovali 25% amoniakem do pH = 3,8. Nasledn¢ jsme roztok v odmérné banice
doplnili destilovanou vodou na objem 50 ml.
0,1 M octan amonny, pH = 5,6
o Do ptiblizné 230 ml destilované vody jsme napipetovali 2,888 ml ledové
kyseliny octové a na pH-metru titrovali 25% amoniakem na pH 5,6. Poté jsme

roztok v odmeérné barice doplnili destilovanou vodou do objemu 250 ml.

Metody a pracovni postupy

Optimalizace CE-UV stanoveni

Pokusy byly provadény na CE sestavé Agilent s UV-ViS detektorem. Pouzivali jsme

nepokrytou kiemennou kapilaru o vnitinim prameéru 75 pm (vngj$i pramér 375 pm) a efektivni

délce 56,5 cm (celkova délka 65 cm) a pracovali jsme pfi teploté 20°C. UV detekce probihala

pii A =254 nm (ref. 330 nm) s frekvenci 5 Hz. Nastfik smesi vSech deseti analytli o koncentraci

10*M byl provadén hydrodynamicky 50 mbar/3s. Slozeni nosného elektrolytu (BGE) se

v prubéhu vyvoje metody ménilo.
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Ptfi prvnim pokusu o separaci jsme vychazeli z podobnych podminek, jaké byly
publikovany v praci (Adam et al, 1999), ktera se zabyva novorozeneckym screeningem
dédicnych metabolickych chorob, tedy BGE1 (viz kapitola 4.5.) a napéti 30 kV. Pfi téchto
podminkach vSak dochazelo ke koeluci nékterych analytt (viz obr. 10 v kap. 5.1.).

Proto jsme se rozhodli snizit napéti na 20 kV. Tim sice doslo k rozdéleni nékterych
piki, ne vSak vSech (viz obr. 11). Snizili jsme tedy koncentraci SDS v BGE na 60 mM (BGE2;
viz obr. 12). Pfidanim 60 mM glycinu (pK,=9,778) jako druhého pufrovaciho systému pak

vznikl BGE3, pfi jehoz pouziti jsme dosahli separace vSech analytii na zakladni linii (obr.13).

Ptitazeni piki analytim probihalo kombinovanym nastiikem 50 mbar/ls smési vSech
deseti standardii o koncentraci 10°M a 50 mbar/3s kazdého jednotlivého standardu
o koncentraci 10™* M. Redénim smési standardd o koncentraci 10*M jsme pak ziskali
koncentra¢ni fadu (koncentrace 1.10° M; 5.10° M; 1.10° M; 2.10° M; 4.10° M; 6.10° M; 8.10°
M a 1.10™ M) pouzitou pii zjisténi stability retenénich Gasi, rozsahu linearity (signal/$um = 10

az pocatek slévani sousednich piki), presnosti a spravnosti.

4.6.2. Vyvoj UHPLC separace

V prvnim pokusu jsme pouzili kolonu BetaMax Neutral od firmy Phenomenex, coz je
kolona s klasickym C18 sorbentem, ovsem s vysokym pokrytim (29%). To umoziuje separaci
i velmi polarnich analytd. Mobilni faze byla MF1, tedy octan amonny o pH=4,7 (A) + MeOH
(B), eluce probihala isokraticky 97/3 A/B. Nastiikovali jsme 5 pl smési standardi o koncentraci
10™ M (tedy 0,5 nmol/nastiik).

Ve druhém pokusu byla pouzita stejnd kolona, ovSem v kombinaci s MF2, ktera méla
pH = 5.8, coz je pH, pfi kterém by mély vSechny analyty mit co nejmensi celkovy naboj a tim
padem co nejvyssi retencni faktor & (Monser, 2004) (pfesné pH=5,8 ziskano vypoctem
s pouzitim znamych hodnot disociacnich konstant, resp. pK, jednotlivych standardd). Ani

v tomto uspotddani vSak separace nebyla dostatec¢na, proto jsme se rozhodli zménit kolonu.

Abychom zvysili retenci analytd, rozhodli jsme se pouzit kolonu Pinnacle DB IBD od
firmy Restek, coz je kolona s reversni fazi modifikovanou polarnimi substituenty k separacim

polarnich sloucenin (viz obr. 8).

Si
am
©{r3)
Si
<] -
. P2y
Si T

Y O - 0 0 g0 ,
! A | s
0 si9g09 {\;14_,: oqeo-

Polar Group

Silica Surface

b 0 ¥ 0O
sii 0@+«
[s)

-31-



Obrazek 8: Nacrtek sorbentu Pinnacle DB IBD. Jedna se o reversni fazi s polarnimi skupinami,
které jsou vlozené uvniti alkylového fetézce (P1), tvoii samostatny postranni fetézec
(P2) nebo polarni pokryti silanolové patefe sorbentu (P3). Obrazek prevzat z katalogu
spole¢nosti Restek.
Mobilni faze (MF2) byla 20 mM octan amonny o pH=5,8 (A) v kombinaci

s methanolem (B), eluce probihala isokraticky 97 % A : 3 % B. Jednotlivé standardy jsme

natedili MF2 na koncentraci 10™ M a postupné nasttikovali na ekvilibrovanou kolonu.

Protoze ptedchozi pokusy o separaci nefungovaly, rozhodli jsme se zménit pH mobilni
faze do kyselé oblasti na 2,8 (MF3), podobné jako v pracich (Lu et al., 2006; Hartmann et al.,
2006; Kaneko et al., 2009). Protoze jsme v realnych extraktech predpokladali kontaminanty,

pouzili jsme v tomto piipadé eluci gradientovou (viz tabulka 1), ackoli vSechny standardy se

ey ee

Tabulka 1: Pribéh gradientové eluce pouzité na kolon¢ Pinnacle IBD s MF3

pritok = 0,25 ml/min

Gas % A % B
(min) (0,1% FA) (MeOH)

0 97 3
4 97 3
5 5 95
8 5 95
9 97 3
11 97 3

4.6.3. Vyvoj MS/MS detekce

Soucasné s vyvojem chromatografické separace jsme vyvijeli i MS detekci. Néstrikem
jednotlivych standardd v rezimu full scan jsme zméfili pfesné m/z kvasimolekuldrnich iont
([IM+H]" nebo [M-H]), v rezimu daughter scan poté jejich fragmentaci. Dominantni pfechody
byly poté pouzity pti dalsi optimalizaci kapilarniho napéti, napé€ti na vstupni Stérbing a koliznich

energii.

Ve tfech po sobé jdoucich sériich nasttikd jsme poté zoptimalizovali napéti na vstupni
Stérbing, napéti na kapilafe a kolizni energie pro jednotlivé analyty. Nastiikovali jsme vzdy 5 pl
smési standardi o koncentraci 10 M a porovnavali plochy jednotlivych pikii. Napéti na vstupni
Stérbiné€ bylo optimalizovano v rozmezi 10 — 40 V v krocich po 2 V, kapilarni napéti v rozmezi
0,25 -2 kV v krocich po 0,25 kV, kolizni energie v rozmezi 4 — 30 eV v krocich po 2 eV, viz
tabulky 3, 4 a 5.
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4.6.4. Validace UHPLC-MS/MS metody
Fungujici UHPLC-MS/MS metodu jsme nasledné validovali na obou UPLC-MS/MS

sestavach pouzivanych v nasi laboratofi - QuatroMicro i Xevo.

Opakovanym nastfikem 5 pul smési studenych standardi o koncentraci 10™ M
(0,5 nmol/nastiik) jsme zjistili jednodenni a mezidenni opakovatelnost retencnich ¢asti. Poté
jsme si pripravili smés standardi MIXS5 o stoupajici koncentraci 10" —10* M (50 amol —
0,5 nmol na nastfik) kazdého standardu s pfidavkem vzdy 2.10° M (100 pmol na nasttik)
izotopové znaGeného standardu "N, Xan. Tyto smési jsme nasledné opakované nasttikovali
a plochy pikt jednotlivych standardd vynaseli do grafu jako log R proti log ¢, kde ¢ je znama

koncentrace studeného standardu a

R — Pstud.std. .

P,

int.std

int.std kde: R jeodezva
Psua s, j€ plocha piku studeného standardu,
Pint. sia. j€ plocha piku interniho standardu a

Cint. std J€ Znama koncentrace interniho standardu

Dvojité logaritmické vyneseni je totiz pti rozpéti kalibrace pies né€kolik fadu piesnéjsi
nez linearni. Na vynesenych vysledcich jsme nasledné provedli regresi a zjistili tak kalibra¢ni
rovnice a korelacni koeficienty pro jednotlivé latky. Piesnost a spravnost jsme poté
vyhodnocovali jako RSD ploch pii opakovaném nastiiku, respektive primérnou relativni chybu

(% bias) pfi stanoveni znamé koncentrace (tabulky 7 a 8).

4.6.5. Optimalizace podminek pripravy vzorku

Protoze rostlinna biologickd matrice je velmi slozita a obsahuje mnoho latek, které by
potencialné mohly kontaminovat LC kolonu nebo interferovat se stanovenim purinovych
derivatd, bylo nutné vzorky pfed méfenim piecistit. Pro svou reprodukovatelnost a snadnost
pouziti je dnes velmi oblibenym zpisobem piipravy vzorku extrakce na pevné fazi (SPE). My

jsme v této praci testovali Sest riznych SPE sorbentti (C18, HLB, SCX, MCX, PVPP a MAX).

Vychozim materialem pro optimalizaci extrakci byly vzdy pryty A. thaliana
homogenizované v tfeci misce tlouckem za chlazeni kapalnym dusikem na jemny prach. Z né¢ho
jsme odvazili 0,1 g (v ptipadé PVPP 0,25 g), a extrahovali pfisluSnym cinidlem. Po extrakci
byly vzorky ptecistény na SPE kolonkach, kdy jsme do sklenénych zkumavek jimali vSechny
frakce (flow through, washl, wash2 a elution). Nasledné byl obsah vSech zkumavek do sucha
odpaten na dusikové nebo vakuové rotacni odparce a odparek rozpustén v 60 pul 0,1% FA nebo
TCA. Ve vsech frakcich byl poté stanoven obsah hledanych analytl. Stanoveni probihalo vzdy

v Sesti replikatech, z nichz ve trech bylo pted extrakci pfidano 60 pl smési studenych standardt
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o koncentraci 10* M. Uginnost dané purifikaéni metody byla poté vyhodnocena jako navratnost

metody. Navratnost SPE metody jsme poté zjistili jako:

P _ D
- kde: Py, je plocha analytu ve vzorku se spikem

navratnost =
std . .
t P, je plocha ve vzorku bez spiku

P4 ie plocha standardu

Jako prvni jsme testovali pouziti béZné reversni faze (C18, Varian), na které by se podle
vysledkl ziskanych pii vyvoji LC metody purinové derivaty téméf nemély zadrzovat a proto by
se mély vyskytovat ve flow through frakci. K 0,1 g rostlinného homogenatu jsme piidali 1 ml
10 mM octanu amonného o pH = 4,7, zahtali na 95°C po dobu 3 min a extrahovali 3 hod za
mirného michani pti 4°C. Kolonky (o objemu 1 ml) byly nejprve kondicionovany 2 ml ¢istého
MeOH a poté ekvilibrovany 4 ml 10 mM octanu amonného. Nasledné byl na kolonky nanesen
centrifugovany extrakt (5 min, 10000 x g) extrakt, flow through byl jiman do pfipravené
zkumavky. Kolonky byly poté promyty jesté 2 ml 10 mM octanu amonného (wash 1), 2 ml H,O
(wash 2) a 2 ml 80% MeOH s 2% kyselinou octovou (elution). VSechny frakce byly jimany do
sklenénych zkumavek a v nich nasledné odpatfeny do sucha na dusikové odparce. Po odpafeni
jsme suSinu rozpustili v 60 ul 0,1% FA (vortex, ultrazvuk), pfenesli do vialek a pomoci

UHPLC-MS/MS stanovovali obsah jednotlivych derivatd.

V dal$im pokusu jsme se pokouSeli o piecisténi purinovych derivati na Oasis HLB
kolonkach. HLB sorbent je kopolymer divinylbenzenu s vinylpyrrolidinonem (viz obr. 9), ktery
zajist'uje veétsi retenci polarnich sloucenin. Pokus jsme realizovali opét ve dvou triplikatech bez
a se spikem 60 pl smési standardi o koncentraci 10 M. K 0,1 g rostlinného homogenatu jsme
pridali 1 ml destilované vody, zahtéali na 95°C po dobu 3 min a extrahovali pii 4°C 3 hod za
mirného michani. HLB kolonky jsme kondicionovali 6 ml MeOH a ekvilibrovali 6 ml H,O.
Poté jsme nanesli supernatant centrifugovaného extraktu (10000 x g/ 5 min) a flow through
jimali do pfipravené zkumavky. Kolonky jsme promyli 6 ml 5% MeOH (washl) a 6 ml
25% MeOH (wash2). Nasledné¢ jsme kolonky eluovali 6 ml 2% amoniaku v 35% MeOH.
Vsechny frakce jsme jimali do pfipravenych zkumavek a nasledné¢ do sucha odpafili na
dusikové odparce. Po odpafeni jsme suSinu rozpustili v 60 pl 0,1% FA (vortex, ultrazvuk),

prenesli do vialek a na UHPLC-MS/MS méfili obsah purinovych a pyrimidinovych derivata.

Dalsim sorbentem, ktery jsme testovali, byl silny katex (SCX, Varian). Nukleové baze
se snadno ionizuji a v kyselych roztocich proto mohou vystupovat jako kationty. 0,1 g
homogenatu prytl A. thaliana jsme extrahovali 3 hod pii 4°C do 1 ml Bieleského roztoku za
mirného michani. SCX kolonky jsme kondicionovali 5 ml MeOH a nésledné ekvilibrovali 5 ml
SCX ekvilibracniho roztoku. Nanesli jsme supernatant extraktu zbaveného pevnych céstic

(centrifugace 5 min, 10000 x g). Do sklenénych zkumavek jsme jimali flow through frakci. Poté
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jsme kolonky promyli 5 ml Bieleského roztoku (wash 1) a5 ml MeOH (wash2). Ob¢ frakce
jsme jimali do sklenénych zkumavek. Nasledné jsme kolonky eluovali 5 ml SCX eluc¢niho
roztoku a eluat jimali. VSechny frakce jsme poté do sucha odpatili na vakuové rotacni odparce
a susinu rozpustili v 60 pl 0,1% TCA. Tyto vzorky jsme poté pienesli do vialek a métili v nich

obsah jednotlivych latek pomoci UHPLC-MS/MS.

Smésny katex Oasis MCX je, podobné jako Oasis HLB, kopolymer divinylbenzenu
s vinylpyrrolidinonem, ov§em navic je zde substituce sulfoskupinami, coz sorbentu zajistuje
vlastnosti katexu (struktura sorbentu viz obr. 9). K 0,1 g homogenatu prytd A. thaliana jsme
pridali 1 ml 25 mM mraven¢anu amonného o pH = 3,8 (AF), zahtali na 95°C po dobu 3 min
a extrahovali za mirného michani pii teploté 4°C 3 hod. Kolonky Oasis MCX jsme nejprve
kondicionovali 3 ml MeOH a nasledné ekvilibrovali 3 ml 25 mM AF o pH = 3,8. Extrakt jsme
centrifugovali 5 min pii 10000 x g, abychom odstranili pevné ¢astice a supernatant poté nanesli
na ekvilibrovanou MCX kolonku. Flow through jsme jimali do sklenéné zkumavky. Nasledné
jsme kolonku promyli 3 ml 25 mM AF o pH = 3,8 (washl) a 0,1% FA v MeOH (wash2). Poté
jsme kolonku eluovali 5% amoniakem v 80% MeOH. VSechny frakce jsme jimali do
sklenénych zkumavek, do sucha odpatili na vakuové rotacni odparce a susinu rozpustili v 60 ul
0,1% FA. Po rozpusténi jsme vzorky ptenesli do vialek a pomoci UHPLC-MS/MS stanovovali

obsah purinovych a pyrimidinovych derivatu.

Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) je sorbent uzivany m.j. i kextrakci kratkych
nukleotidovych fetézcu diky tvorbé vodikovych mustkd pyrrolidonovych zbytk s nukleovymi
bazemi. K 0,25 g homogenatu A. thaliana jsme piidali 1 ml Bieleského roztoku a extrahovali
pres noc pti 4°C za mirného michdni. Nésledn€ jsme extrakt centrifugovali 5 min pii 10000 x g,
supernatant odpipetovali do C¢isté zkumavky, ptidali 600 pl vody, dikladné promichali
a centrifugovali dal$ich 10 min p#i 10000 x g. K piiblizné 1 g praskového PVPP jsme ptidali
50ml 0,1 octanu amonného o pH=5,6 a dikladn€¢ promichali. Po 20 min jsme smeés
dekantovali a ptidali 50 ml Cerstvého pufru; totéz jsme zopakovali jesté dvakrat (tedy celkem
4x). Do prazdné SPE kolonky jsme vlozili fritu a na ni pipetou s ufiznutou $pickou nanesli tolik
nabotnalého PVPP, aby sorbent po usazeni vytvofil ptiblizn€ centimetr vysoky sloupec. Na
takto pripravené PVPP kolonky jsme poté nandseli horni vodnou fazi extraktu a do sklenéné
zkumavky jimali flow through. Ten jsme ztedili 1:1 96% ethanolem a nanesli na 500 mg C18
kolonku (Sep-Pak) kondicionovanou 96% ethanolem a ekvilibrovanou 50% ethanolem. Opét

jsme jimali flow through, ten jsme do sucha odpafili na dusikové odparce a suSinu rozpustili

v 60 ul 0,1% FA pro UHPLC-MS/MS analyzu.

Oasis MAX je dal$im derivatem sorbentu HLB. Jedna se o smésny anex substituovany

kvarternimi aminoskupinami (struktura viz obr. 9). K 0,1 g homogenatu prytt 4. thaliana jsme

-35-



pridali 1 ml 5% amoniaku, zahtali na 95°C po dobu 3 min a extrahovali pii 4°C a za mirného
michani 3 hod. Poté jsme extrakt centrifugovali 5 min pti 10000 g, abychom odstranili pevné
castice. Oasis MAX kolonky jsme nejprve kondicionovali 2 ml MeOH a ekvilibrovali 2 ml
5% amoniaku. Nasledné jsme nanesli extrakt (supernatant) a flow through frakci jimali do
sklenéné zkumavky. Kolonky jsme promyli 5% amoniakem (washl)
a 2% tetrabutylammonium-hydroxidem v MeOH (wash2). Nasledn¢ jsme kolonky eluovali
2% FA v MeOH. Vsechny frakce jsme jimali do sklenénych zkumavek, odpafili do sucha na
vakuové odparce a odparek rozpustili v 60 pul 0,1% TCA. Vzorky jsme pienesli do vialek
a méfili obsah purinti a pyrimidintt pomoci UHPLC-MS/MS.

H3C\
S04 N:/\/\CHa
CHs
/
o] 0 o]
Oasis MCX Qasis HLB Qasis MAX

Obrazek 9: Struktura sorbentd Oasis pouzivanych pii SPE.

4.6.6. Stanoveni obsahu purini a pyrimidina v buiikach suspenzni kultury
Physcomitrella patens

Vyvinutou metodu stanoveni hladin purind a pyrimidind v rostlinném pletivu jsme
pouzili ke kvantifikaci téchto latek v bunkach suspenzni kultury mechu cepenky odstalé

Physcomitrella patens.

Suspenzni kultury P. patens byly kultivovany v laboratofti prof. von Schwartzenberga na
univerzit¢ v Hamburku. Kultivace probihala v klimakomore pii 25°C za podminek dlouhého
dne (16 hod svétlo 50 pmol . m™ . s™', 8 hod tma) v tekutém A’BCDTV mediu (podle Wang et
al., 1980). Vzorky byly sbirany po 21 dnech kultivace. Odebrand bunétnd suspenze byla
prefiltrovana pres 100 um a 50 um filtry (Wilson-filters, Abingdon, UK), buiiky byly zvazeny

a nasledné lyofilizovany pfi -20°C. Lyofilizat byl poté dorucen postou do Olomouce.

Z lyofilizatu jsme odvazili ptiblizné presné 7 mg (coz podle uvedené vahy pied a po
lyofilizaci odpovida asi 100 mg Cerstvé vahy), pfidali 800 pl vychlazené redestilované vody,
wolfram-karbidovou kulicku a homogenizovali v kulovém mlynku (27 Hz, 3 min). Poté jsme
homogenat zahtivali v termobloku pfi 95°C 3 min (denaturace proteinll), zchladili na ledu a
pridali 200 pl 25% amoniaku. Dalsi postup extrakce a purifikace probihal tak, jak je popsan
v ptedchozi kapitole, pouze odparek nebyl rozpustén v Cisté 0,1% TCA, ale ve smési 6 pul 2 . 10°
*M "N,-xan a 54 p1 0,1% TCA.
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Stanoveni jednotlivych latek probihalo jednak ve ,,wild type* (WT) P. patens, jednak
v single-mutantech, kde byl knockoutovan gen pro PpNSH1 (PpNSH1-ko0), PpNSH2 (PpNSH2-
ko) nebo PpNSH3 (PpNSH3-ko). Stanoveni probihalo pro WT i mutanty ve Ctyiech nezavislych
biologickych opakovanich (4 kultivace WT a po 4 PpNSHx-ko), v kazdém z nich ve tfech
replikatech (tedy celkem 48 vzorkt). Kazdy vzorek byl nastiiknut tfikrat, ziskané téi hodnoty R
(viz kap. 4.6.4.) byly zprimérovany a z nich vypocteny hladiny jednotlivych analytl v kazdém
vzorku a jejich smérodatna odchylka. Zprimérovanim hladin v jednotlivych replikatech
a biologickych opakovanich jsme pak ziskali koncentrace jednotlivych latek ve WT

a mutantech.
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5. VYSLEDKY

5.1. Optimalizace podminek CE-UV kvantifikace

Nasi snahou bylo dosahnout dokonalé separace vSech deseti analytti technikou micelarni
elektrokinetické chromatografie (MEKC) s UV detekci. Pti pouziti napéti 30 kV vSak dochazelo
k netiplné separaci piki 2-4, 5-7 a 8-9 (viz obr. 10). Proto jsme se rozhodli snizit napéti na
20 kV, ¢imz doslo ke zlepseni separace, nicmén¢ piky 2-3 stale nebyly dokonale separovany
(obr. 11).
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Obrazek 10: Elektroferogram smési viech deseti analyttl o koncentraci 10 M pfi pouziti BGE1
a napéti 30 kV.
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Obrazek 11: Elektroferogram smési viech deseti analytii o koncentraci 10 M pii pouziti BGE1
a napéti 20 kV.

Pti pouziti BGE2 doslo k dokonalé¢ separaci dfive migrujicich analytt (s niz$imi

mobilitami), nicmén¢ pozdeji migrujici analyty (vyssi mobility) byly separovany htite (obr. 12).
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Obrazek 12: Elektroferogram smési viech deseti analytii o koncentraci 10™ M pfi pouziti BGE2
a napéti 20 kV.

Pouzitim BGE3 jsme dosahli Gplné separace v§ech deseti analytti (obr. 13).
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Obrazek 13: Elektroferogram smési viech deseti analytii o koncentraci 10™ M pfi pouziti BGE3
a napéti 20 kV.

Ptidavkem jednotlivych standardii jsme definitivné pfifadili piky analytim, kterym
nalezi (tabulka 2). Opakovanym néstfikem smési standardi o koncentraci 1 — 100 pmol . dm™

jsme pak urcili opakovatelnost retencnich cast, kalibracni pfimku a pfesnost a spravnost metody
(tabulka 2).
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Tabulka 2: Pritazeni pikti analytim a analytické udaje pro CE stanoveni.

ade = adenin; gua = guanin; ura = uracil; ado = adenosin; uri = uridin;
hyp = hypoxanthin; xan = xanthin; ino = inosin; guo = guanosin; xao = xanthosin

rozsah

pik latka gls(:;;arﬁ:; SD RSD I(IL];’C:)T/?)I kalibragni rovnice* R? (F:’ZeSRnSOS; s(pozég/;(;s):t
1 ade 7,7 0,022 028% 5-80 y=1048443,9877x+ 1,0312 0,9992 3,46% -2,75%
2 gua 829 0,028 0,34% 5-80 y=1310529,9759x + 5,7643  0,9971 4,95% 22,70%
3 ura 8,61 0,054 062% 5-80 y= 223290,6551x +0,4828 0,9992 5,54% -2,52%
4 ado 8,89 0,012 0,14% 5-100 y=2312120,5792x+ 1,5319  0,9994 4,20% -1,00%
5 hyp 10,28 0,045 044% 5-80 y=1588177,0935x + 1,7307  0,9995 3,79% -1,27%
6 guo 10,52 0,031 0,29% 5-100 y= 346510,1962x + 3,2235 0,9915 11,23% -8,80%
7 uri 10,78 0,033 0,31% 5-100 y=1351321,4619x - 0,5431 0,9990 2,46% 0,92%
8 ino 12,07 0,037 0,30% 5-100 y=2016474,5185x+ 1,8360 0,9992 3,92% -1,50%
9 xan 12,65 0,045 0,36% 5-80 y= 940727,9826x + 0,4597  0,9983 5,34% 3,47%
10 xao 14,42 0,033 0,23% 5-80 y=1397602,1130x - 0,2530 0,9985 3,82% 0,62%

*) y je plocha piku, x je koncentrace v mol/l
Nasledné jsme se pokusili baze a nukleosidy kvantifikovat v hrubém extraktu z 0,1 g
rostlinného materialu a v extraktu po SPE na MAX kolonkach (obr. 14 a 15; purifikacni
protokol viz kapitola 4.6.5.).
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Obrazek 14: Elektroferogram hrubého extraktu pii pouziti BGE3 a napéti 20 kV.
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Obrazek 15: Elektroferogram extraktu po SPE na MAX kolonce pii pouziti BGE3 a napéti
20 kV.

Zjistili jsme ovSem, Ze v rostlinném materialu je koncentrace analyti pfili§ nizka pro
prostou UV detekci (opticka draha je pouze 75 um) a bylo by nutno pouzit citlivéjsi detekéni
metodu, idealné hmotnostni spektrometrii (MS). Spojeni CE s MS je ale technicky dosti narocné
a nepiili§ spolehlivé, obzvlasté pti spojovani pristroju riznych vyrobcl (T. Berés a O. Novak,
osobni konzultace), proto jsme se rozhodli celou analyzu realizovat na systému UHPLC-

MS/MS.

5.2. Optimalizace podminek chromatografické separace

V prvnim pokusu jsme pouzili na koloné s oktadecylovou reversni fazi (BetaMax
neutral) MF1 o pH =4,7. V tomto uspofadani se vSechny analyty eluovaly té€sn€¢ za mrtvym
objemem kolony bez jakékoli separace. Po zvySeni pH mobilni fize na 5,8, coz je hodnota
ziskand zprimérovanim pK, xan (7,41) jako nejkyselejSiho analytu a pK, ade (4,17) jako
analytu nejbazictéjSitho doslo k siln€j$i retenci. Pti tomto pH by mély mit vSechny analyty
nejvyssi retencni faktor £ (Monser, 2004). Ani vtomto usporaddni ale nedochazelo témer
k zadné separaci a piky byly natolik rozmyté, ze nebylo mozné jednozna¢né urcit retencni casy

(viz obr. 16).
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Obrazek 16: lontové chromatogramy osmi analytl pii pouziti kolony BetaMax

(pH = 5.3).
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Pti pouziti kolony Pinnacle DB IBD s MF2 dochazelo ke koeluci témét vSech analytl

(viz obr. 17). Pfi pouziti hmotnostni detekce sice neni nutna Uplna separace vSech latek,

nicmén¢ je tifeba odseparovat vzdy bazi od jejiho nukleosidu (protoze nukleosid se jiz

v iontovém zdroji ¢astené fragmentuje a prispiva tak k plose piku baze) a také od analytt, které

se ve své molekulové hmotnosti lisi o jednotku (protoze leh¢i iont pak pfispiva k plose piku

tézsiho iontu jednak diky izotopickému piispévku, jednak diky nizkému rozliSeni pfistroje).
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Obrazek 17a: lontové chromatogramy vSech deseti analytG pfi pouziti kolony Pinnacle DB

IBD a MF2 (pH = 5,8).
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Obrazek 17b: Iontové chromatogramy vSech deseti analytii pii pouziti kolony Pinnacle DB
IBD a MF2 (pH = 5,8).
Pti pouziti MF3 sice dochazi k ¢aste¢né koeluci nekterych latek (ade a gua, hyp, ado
a xan, ino a guo), vSechny kritické pary se ale separuji, takze pti pouziti hmotnostni detekce je
mozné kvantifikovat vSech deset analyti (obr. 18). Podobné usporddani (kolona s polarnimi
funkénimi skupinami a MF o nizkém pH) bylo pouzito napiiklad v metabolomické studii

zabyvajici se stanovenim dusikatych metabolitl v bakterialni butice (Lu et al., 2006).
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Obrazek 18: Ilontové chromatogramy jednotlivych standardd pii pouziti kolony
Pinnacle DB IBD a MF3

5.3. Optimalizace podminek hmotnostni detekce

Fragmentacni spektra jednotlivych standardi jsou zobrazena v obr. 19, piehled

rodicovskych a dcetfinych iontt pak v tabulce 6.
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Obrazek 19: Hmotnostni spektra fragmentace jednotlivych iontli zaznamenana v rezimu

daughter scan.

Plochy pikti jednotlivych standardii pfi pouziti rizného napéti na vstupni Stérbiné jsou

zobrazeny v tabulce 3.
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Tabulka 3: Plochy pikti jednotlivych standardd pti pouziti riznych Stérbinovych napéti (ve V).
Vybrané nejvyssi plochy vyznaceny tuéné a zvyraznény.
ade = adenin; gua = guanin;  ura =uracil;  ado=adenosin;  uri = uridin;
hyp = hypoxanthin; xan = xanthin; ino = inosin; guo = guanosin; xao = xanthosin

vgﬁgge ade gua ura uri ado hyp xan ino guo X0S
V) 136,11 152,19 111,00 243,30 268,18 137,13 152,95 269,25 284,22 285,18
10 67590 12499 175 94 469169 4039 3251 41643 61228 14058
12 83194 16534 301 238 558844 5997 4572 42493 67017 17320
14 91768 18478 445 412 602082 7048 5457 39351 66246 18179
16 134325 24741 927 1031 905413 10478 7387 59776 108282 18415
18 143911 27248 1137 1363 866458 11349 8469 61296 110834 17207
20 151798 29802 1301 1734 801369 12014 10328 63604 111660 14563
22 165089 32934 1420 2153 702443 12901 11767 64476 110203 12110
24 166230 33692 1384 2342 565611 12861 12200 57856 98095 10048
26 168569 34267 1288 2309 423623 12950 12656 48397 82613 8026
28 165520 34411 1138 2101 297325 12693 12233 35552 63952 6426
30 160125 33258 953 1756 198761 12245 11491 24565 46459 5158
32 154794 31727 751 1424 134409 11949 10762 17016 34010 4066
34 147387 30572 586 1078 86340 11470 9397 10579 23510 3091
36 137571 27935 417 799 56130 11035 8442 6569 16234 2385
38 124172 25105 308 556 38323 10316 7515 4308 11580 1812
40 113093 22515 226 425 28153 9802 0 3050 8948 0

Plochy piki jednotlivych standardi pii pouziti riznych kapilarnich napéti jsou

zobrazeny v tabulce 4.

Tabulka 4: Plochy pikti jednotlivych standardd pfi pouziti riznych kapilarnich napéti (v kV).
Vybrané kapildrni napéti vyznaCeno podtrzenim, nejvys$si odezvy jednotlivych
standardii vyznaceny tu€né a zvyraznénim.

ade = adenin; gua = guanin; ura = uracil; ado = adenosin; uri = uridin;
hyp = hypoxanthin; xan = xanthin; ino = inosin; guo = guanosin; xao = xanthosin
capillary

voltage
(kV)

ade gua ura uri ado hyp xan ino guo Xxao
136,11 152,19 111,00 243,30 268,18 137,13 152,95 269,25 284,22 28518

0,25 168715 58071 1234 4876 646941 26098 6710 38419 108268 76096
0,50 150268 158253 1079 3657 1408703 56719 20375 75880 228430 148179
0,75 153781 209876 1184 4172 1610083 57088 31393 84644 252196 156267
1.00 149215 227612 1043 4268 1693209 57257 37943 86160 252527 155015
1,25 139730 234786 1023 4358 1648498 55242 43191 82078 248927 149762

1,50 136831 228268 880 4219 1643755 53137 46201 TT477 241727 143482
1,75 128590 228515 840 4234 1617881 50052 48927 75380 233951 138837
2,00 123048 226727 807 4030 1585715 50531 50072 73111 228220 134582

-47-



Plochy piki jednotlivych standardt pti pouziti riznych koliznich energii jsou zobrazeny

v tabulce 5.

Tabulka 5: Plochy pikt jednotlivych standarda pfi pouziti riznych koliznich energii. Vybrané

4

nejvyssi plochy vyznaceny tuéné a zvyraznénim.
ade = adenin; gua = guanin;  ura =uracil;  ado =adenosin;  uri = uridin;
hyp = hypoxanthin; xan = xanthin; ino = inosin; guo = guanosin; xao = xanthosin
collision ade gua ura uri ado hyp xan ino guo Xao

energy 136,11 152,19 111,00 243,30 268,18 137,13 152,95 269,25 284,22 28518
(eV) >118,84 >134,93 >41,72 >109,85 >13594 >118,84 >109,92 >136,96 >151,98 >152,97

4 4103 22207 66 73 343210 1805 4216 55673 136286 115833

6 10650 51214 132 172 770705 4438 9899 71520 205486 148727

8 26104 90008 338 433 1299576 11573 18210 75425 246105 154858
10 50382 127389 616 906 1691803 23020 26729 72926 254953 141842
12 81599 163544 694 1800 1852587 38487 33991 67980 245433 122896
14 114113 173894 586 2269 1828272 51237 36412 63426 231172 105941
16 134141 165466 438 2462 1727889 55521 32815 59041 214853 89869
18 136246 141505 343 2195 1605266 51929 27176 54708 199092 75429
20 123410 108514 237 1761 1462033 43004 19780 49559 180054 59778
22 101830 75758 193 1266 1334447 31059 13964 45524 160281 46354
24 76245 49645 131 939 1191794 21084 8708 41264 137942 34340
26 53240 30881 135 561 1079750 13718 5535 37300 116715 24914
28 35384 17727 101 379 945301 8256 321 32536 94837 16847
30 22439 9930 105 251 819901 4720 1912 27766 73730 110563

Souhrn vSech optimalizovanych nastaveni MS/MS detekce v tabulce 6.
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Tabulka 6: Souhrn vSech optimalizovanych nastaveni MS/MS detekce

ade = adenin; gua = guanin; ura = uracil; ado = adenosin; uri = uridin;
hyp = hypoxanthin; xan = xanthin; ino = inosin; guo = guanosin; xao = xanthosin

rodiovsky dcefinny kapilélrr’u’ napéti na kolizni
iont (m/z) iont (m/z) napeti « yst_upvnl energie (eV)
(kV) Stérbiné (V)

ade 136,11 118,84 26 16
gua 152,19 134,93 28 14
ura 111,00 41,72 22 12
ado 268,18 135,94 16 12
uri 243,30 109,85 1,00 24 16
hyp 137,13 118,84 26 16
xan 152,95 109,92 26 14
ino 269,25 136,96 22 8
guo 284,22 151,98 20 10
Xao 285,18 152,97 16 8

5.4. Validace UHPLC-MS/MS metody

Analytické parametry nasi UHPLC-MS/MS metody pro stanoveni purinti jsou uvedeny

pro sestavu QuatroMicro v tabulce 7 a pro sestavu Xevo v tabulce 8.

Tabulka 7: Analytické parametry UHPLC-MS/MS metody pro stanoveni purinii na sestave
QuatroMicro.

ade = adenin; gua = guanin;  ura = uracil; ado = adenosin; uri = uridin;
hyp = hypoxanthin; xan = xanthin; ino = inosin; guo = guanosin; xao = xanthosin

retencni

(21?2) sD (r';f(’)a) ('r'n%ﬁ) kalibragni rce* R? ‘("f/ue;g‘l’)s)t S'(?,;Jat;’igg)st
ade 1067 0013 10E-08 10E-06 y=12975x+20733 09917 14,93%  0,94%
gua 1181 0010 10E-07 10E-06 y=14243x+19138 09938 1516%  070%
ura 1399 0019 25E-05 50E-05 y=15481x - 1,6467 00947 2178%  0,23%
ado 1550 0021 10E-10 10E-06 y=15276x+25761 00925 17,08%  0,84%
uri 1608 0019 50E-06 7,5E-06 y=15613x - 12005 00941 2691%  048%
hyp 1720 0030 10E-10 10E-06  y=14469x+13342 09899 14,01%  1,15%
xan 1903 0013 10E-10 10E-06 y=00792x+17428 09963 1438%  041%
ino 2234 0015 10E09 25E-06 y=15017x+14857 09921 16,98%  0,61%
guo 233 0020 1,0E-10 10E-06 y=14242x+23310 09901 17,40%  1,11%
xao 3212 0010 1,0E-09 1,0E-06 y=1,3904x+22869 09915 16,63%  0,95%

*)yjelogR, xjelog c
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Tabulka 8: Analytické parametry UHPLC-MS/MS metody pro stanoveni purinl na sestave
Xevo.
ade = adenin; gua = guanin;  ura =uracil;  ado=adenosin;  uri = uridin;
hyp = hypoxanthin; xan = xanthin; ino = inosin; guo = guanosin; xao = xanthosin

ret?néni S 2 pfesnost  spravnost

(;ﬁlz) SD LOD LOQ kalibraéni rce R (% RSD) (% bias)

ade 1,044 0,021 1,0E-09 1,0E-08 y =1,2525x + 0,4029  0,9961 2,61% 1,49%
gua 1,174 0,007 1,0E-07 1,0E-06 y =1,8522x - 1,3911 0,9911 3,02% -2,97%
ura 1,384 0,032 2,5E-07 2,5E-06 y =1,0348x - 0,8661 0,9900 4,07% -2,63%
ado 1,539 0,013 1,0E-10 1,0E-09 y=0,9247x +2,1462  0,9962 2,72% 2,42%
uri 1,596 0,011 7,5E-07 1,0E-06 y=1,0150x - 1,0577  0,9945 4,15% -2,66%
hyp 1,670 0,008 1,0E-07 1,0E-06 y=1,7261x - 1,2676  0,9978 3,01% 0,24%
xan 1,881 0,008 1,0E-09 1,0E-07 y=1,0880x + 0,4138  0,9986 5,28% 0,29%
ino 2,270 0,039 1,0E-07 1,0E-06 y=1,5416x -2,0322  0,9796 4,45% 2,39%
guo 2,362 0,009 1,0E-07 5,0E-06 y=1,8967x -1,1668  0,9949 3,05% -1,69%
xao 3,252 0,007 1,0E-09 1,0E-08 y =0,9203x + 1,5254  0,9956 2,52% -0,85%

*yjelogR, xjelog c

5.5. Optimalizace podminek pripravy vzorku - SPE

Navratnost jednotlivych analytt pfi pouziti sorbentu C18 ve vSech sbiranych frakcich je

uvedeno v tabulce 9.

Tabulka 9: Navratnost jednotlivych analytd ve vSech sbiranych frakcich pfi SPE s pouzitim
sorbentu C18.

ade = adenin; gua = guanin; ura = uracil; ado = adenosin; uri = uridin;
hyp = hypoxanthin; xan = xanthin; ino = inosin; guo = guanosin; xao = xanthosin;
pt =flow through; wl = washl; w2 = wash2; elu = elution

ade gua ura ado uri hyp xan ino guo Xxao
pt 0,12% 0,03% 2,68% 0,01% 0,10% 1,36% 001% 192% 187% 021%
w1 16,97% 17,27% 65,42% 97,41% 57,59% 32,14% 40,83% 38,06% 79,73% 42,83%
w2 1,94% 069% 238% 0,03% 046% 098% 0,76% 159% 529%  2,56%
elu 1,98% 0,73% 051% 0,02% 0,77% 091% 0,74% 137% 488% 2,63%

Névratnost jednotlivych analyti ve sbiranych frakcich pfi pouziti sorbentu Oasis HLB

je uvedeno v tabulce 10.
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Tabulka 10: Navratnost jednotlivych analytl ve vSech sbiranych frakcich pti SPE s pouzitim
sorbentu Oasis HLB.

ade = adenin; gua = guanin; ura = uracil; ado = adenosin; uri = uridin;
hyp = hypoxanthin; xan = xanthin; ino = inosin; guo = guanosin; Xao = xanthosin;
pt = flow through; w1 = wash1; w2 = wash2; elu = elution

ade gua ura ado uri hyp xan ino guo Xao
pt -0,28%  0,03%  4,96% 0,28% 22,55%  0,32% 1,56% 0,04%  0,04% 0,02%
w1 4,54% 62,58% 30,08% 0,05% 29,55% 28,91% 67,63% 0,01% 11,08% 0,08%
w2 45,99%  6,79%  9,70% 15,44% 823% 11,72%  827% 20,34%  0,72% 0,17%
elu 506% 0,71% 6,81% 0,02%  3,02% 045% 2,08% 020% 0,12% 22,39%

Navratnost jednotlivych analyti ve sbiranych frakcich pfi pouziti sorbentu SCX je

uvedeno v tabulce 11.

Tabulka 11: Navratnost jednotlivych analytli ve vSech sbiranych frakcich pti SPE s pouzitim
sorbentu SCX.

ade = adenin; gua = guanin; ura = uracil; ado = adenosin; uri = uridin;
hyp = hypoxanthin; xan = xanthin; ino = inosin; guo = guanosin;, Xao = xanthosin;
pt = flow through; w1 = washl; w2 = wash2; elu = elution

ade gua ura ado uri hyp xan ino guo xao
pt 0,10%  0,05% 37,53% 0,09% 103,28%  0,46% 1,20%  0,00% 0,04% 1,08%
w1 0,02% 0,01% 66,47% 0,10% 0,65% 058% -0,83% 1,74% 0,02% 65,57%
w2 0,01% 0,01% 0,25%  0,09% 0,13%  0,37% 9,78% 13,14% 0,00% 34,41%
elu 10,62% 47,47%  0,01% 46,51% 0,24% 75,21% 104,03% 88,58% 106,88% 1,43%

Navratnost jednotlivych analytti ve sbiranych frakcich pii pouziti sorbentu Oasis MCX

je uvedeno v tabulce 12.

Tabulka 12: Navratnost jednotlivych analyti ve vSech sbiranych frakcich pti SPE s pouzitim
sorbentu Oasis MCX.

ade = adenin; gua = guanin; ura = uracil; ado = adenosin; uri = uridin;
hyp = hypoxanthin; xan = xanthin; ino = inosin; guo = guanosin; xao = xanthosin;
pt = flow through; w1 = wash1; w2 = wash2; elu = elution

ade gua ura ado uri hyp xan ino guo Xxao
pt 0,03%  0,00% 9,63% 0,00% 1,37% 0,04% -056% 0,19%  0,00% 0,52%
w1 0,04% -0,02% 101,58% 0,00% 70,49%  6,89% 91,04% 4542% 0,36% 102,63%
w2 0,01%  0,00% -3,01% 0,00% 561% 76,14% 4,88% 36,16% 43,77% 4,56%
elu 113,13% 52,49% 1,75% 109,69% 2,89% 6,36%  3,53% 14,67% 45,99% 2,14%

Névratnost jednotlivych analytl pti pouziti sorbentu PVPP je uvedeno v tabulce 13.

Tabulka 13: Navratnost jednotlivych analyt pfi SPE s pouzitim sorbentu PVPP.

ade = adenin; gua = guanin; ura = uracil; ado = adenosin; uri = uridin;
hyp = hypoxanthin; xan = xanthin; ino = inosin; guo = guanosin; xao = xanthosin

ade gua ura ado uri hyp xan ino guo Xxao
1,78% 14,41% 6,05% 457% 29,76% 32,55% 108,10% 14,16% 8,51% 52,21%
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Navratnost jednotlivych analytli ve sbiranych frakcich pii pouziti sorbentu Oasis MAX

je uvedeno v tabulce 14.

Tabulka 14: Navratnost jednotlivych analytl ve vSech sbiranych frakcich pti SPE s pouzitim
sorbentu Oasis MAX.

ade = adenin; gua = guanin; ura = uracil; ado = adenosin; uri = uridin;
hyp = hypoxanthin; xan = xanthin; ino = inosin; guo = guanosin; xao = xanthosin;
pt = flow through; w1 = wash1; w2 = wash2; elu = elution

ade gua ura ado uri hyp xan ino guo Xao
pt 0,29% 0,04% 029% -0,11% 0,70% -0,02% 0,09% 066% 091% 0,63%
w1 1,42% 0,03% 4,47% 2,08% 2,33% -0,03% -0,05% 0,83% 1,61%  0,33%
w2 2,57% 0,02%  3,88% 9,06%  859% -0,02% 0,14% 561% 7,39%  8,93%
elu 95,70% 106,44% 90,69% 92,11% 86,78% 86,26% 108,41% 82,96% 91,38% 90,13%

5.6. Stanoveni obsahu purint a pyrimidini v buiikach suspenzni kultury
Physcomitrella patens

Stanovené koncentrace jednotlivych purinovych a pyrimidinovych bazi a nukleosidi ve
WT a single-ko-mutantech PpNSHs suspenzni kultury Physcomitrella patens po 21-denni
kultivaci jsou uvedeny v tabulce 15. Grafy srovnavajici koncentrace jednotlivych analytd ve

WT a mutantech nukleosidas jsou uvedeny v obr. 20.

Tabulka 15: Hladiny jednotlivych purind a pyrimidint ve WT a single-ko-mutantech
nukleosidas P. patens. Hodnoty v nmol/g lyofilizatu suspenzni kultury.

WT PpNSH1-ko PpNSH2-ko PpNSH3-ko

prtmér  SD prtmér SD prGmér SD prdmér  SD
uracil 5115 11,486 <LOQ <LOQ 4,405 10,642
uridin 13,431 0,713 20,280 1,397 10,484 1,335 9,408 0,275
adenin 14,332 0,262 18,214 0,529 10,881 0,309 10,742 0,266
adenosin 45545 0,960 51,597 1,815 60,777 2,723 50,666 2,007
guanin 19,659 1,341 28,907 1,362 24,129 2,010 23,886 1,897
guanosin 31,190 0,917 33,886 1,268 34,555 1,473 32,319 1,577
hypoxanthin 1,606 0,073 15,065 1,347 2,429 0,219 1,294 0,189
inosin 3,013 0,445 4,371 0,179 2,825 0,512 2,062 1,694
xanthin 1,692 0,007 2,393 0,019 1,590 0,018 1,835 0,021
xanthosin 1,689 0,053 204,295 6,378 3,197 0,102 1,762 0,071
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Obrazek 20: Grafické znazornéni
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6. DISKUSE

6.1. Vyvoj CE metody

Pro separaci nukleovych bazi a nukleosidii, jakozto latek silné polarnich a snadno
ionizovatelnych se pfimo nabizi pouziti nékteré z technik kapilarni elektroforézy. V minulosti
jiz také bylo vypracovano nékolik elektroforetickych metod stanoveni bazi, nukleosidi

a zejména nukleotidt (viz kap. 3.1.).

Pouzitim techniky micelarni elektrokinetické chromatografie se nam podatilo dosahnout
kompletni separace vSech deseti latek v prubéhu 15 min. Nevyhodou tohoto zplisobu stanoveni
byla ale relativné mala citlivost (koncentracni limit stanoveni 5 uM pro vSech deset analytl)
dana velmi malymi objemy pfi nastfiku a pouzitou UV-detekci. Podle Lambert-Beerova zakona
je totiz absorbance dana soucinem molarniho absorpéniho koeficientu dané latky, jeji
koncentrace a délkou optické drahy. Délka optické drahy je ovSem pii on-line UV-detekcei
v kapilarni elektroforéze dana vnitinim primérem pouzité kapilary, tedy v naSem piipadé pouze

75 pm.

Ptiblizné o tad vyssi citlivosti by pravdépodobné bylo mozné dosahnout spojenim
kapilarni elektroforézy s hmotnostnim detektorem. Navic by nebylo nutné rozseparovat
dokonale vSechny latky (viz kapitola 6.2.), ¢imZ by doslo ke zkraceni analyzy. Toto spojeni je
ovSem relativné malo spolehlivé a obtizné realizovatelné, zejména pii spojovani systému
ruznych vyrobed (T. Berés a O. Novak, osobni konzultace). Jedna se zejména o dva technické
problémy — nutnost dokonalé izolace napéti vkladaného na vystupni konec Kkapilary pfi
elektroforéze (-20 kV) od napéti vkladaného na kapilaru v iontovém zdroji hmotnostniho
spektrometru (+1 kV) a nutnost pouziti tzv. sheath liquid z divodu nekompatibility objemu
vytékajictho z kapilary danym rychlosti EOF (tddov€ pl/min) s objemem potfebnym pro
efektivni sprejovani pii ESI ionizaci (fadové desitky az stovky pl/min). Dale by bylo nutné
vyvinout CE-separaci s pouzitim jiného BGE, ktery by byl MS-kompatibilni, tedy bez boratu
asodnych iontd. Predpokladdme, ze by bylo mozné pouzit pufr zaloZeny na
(hydrogen)uhli¢itanu amonném, to by vSak vyzadovalo dal$i optimalizaci. Proto jsme se

rozhodli radéji celé stanoveni provadét na systému UHPLC-MS/MS.

6.2. Vyvoj UHPLC-MS/MS metody

Pro chromatografickou separaci dusikatych heterocykld, mezi n€z patii i puriny
a pyrimidiny, na reversni fazi je stézejni volba pH mobilni faze, kterd ovliviiuje protonaci

jednotlivych heterocyklickych iminoskupin i dalSich pfipadnych substituentd (aminoskupina,
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hydroxyl) a tim celkovy vnéj$i naboj dané molekuly. Je-li tento nenulovy, snizuje to podstatné

retenci na reversni fazi a tim zhorSuje separaci.

Jednou z obecnych vyhod hmotnostni detekce je, Ze pro stanoveni latek s riiznou
molekulovou hmotnosti (resp. s riznym pomérem m/z) neni nutné tyto latky od sebe dokonale
odseparovat. Separace je ovSem nutna v piipadech, kdy chceme stanovovat latky s velmi
podobnou strukturou a tedy i blizkymi (ne-li stejnymi) molekulovymi hmotnostmi. Béhem
vyvoje metody je tedy nutné dokonale chromatograficky odseparovat slou¢eniny isobarické (se
stejnou molekulovou hmotnosti) a také latky, které se ve své hmoté 1i$i o jednotku. Latky
isobarické by pii nedokonalé separaci tvorily jediny pik, jehoz plocha (resp. vyska piku
v hmotnostnim spektru dané smési) by byla dana sumou nastfikovaného mnozstvi obou latek.
U latek lisicich se ve své hmot¢ o jednotku jde zejména o izotopicky prispévek leh¢i latky do
plochy piku v kanalu latky téz$i. K tomu se pridava jesté prispévek zpusobeny nepiesnosti
pristroje, zejména pii rychlém ,,scanovani rliznych m/z (tedy rychlém piepinani frekvenci
stiidavého napéti vkladaného na kvadrupoly hmotnostniho spektrometru), kdy mtize dochazet
k prispévku dalsich latek do kanalu méfené latky. Dobrym prikladem muze byt v naSem
stanoveni patrny pik adeninu (m/z = 136,11) v kanalu pro hypoxanthin (m/z = 137,13), ktery
pro ilustraci uvadime v obr. 21 (pik 1). Dale je nutné chromatograficky odseparovat latky, které
poskytuji fragment o stejném m/z (v naSem piipad¢ nukleosid od pfislusné baze), nebot’ by také
dochazelo k prispévkim vlivem c¢asteéné fragmentace téz$i latky jiz v iontovém zdroji. Pro
nazornost viz opét obr. 21 (pik 3).

120127_Mxs_4_1a 1- MRM of B Channels ES+
2 187135 11884
10 ) 18185

1 - isotopicky pfispévek adeninu
| 3 2 - pik hypoxanthinu
1 |1 f"\, 3 - prispévek z fragmentace inosinu v iont. zdroji
A S

T T T T T T T T v T Time:
1.00 200 300 400 500 £.00 7.00 200 900 0.00 1100

Obrazek 21: lontovy chromatogram hypoxanthinu se znadzornénim moznych ptispévka k plose
piku hypoxanthinu, které je nutno odseparovat chromatograficky.

Z vyse zminénych divodd byla pro vyvoj metody kli¢ovd dokonald separace vSech
kritickych part a tedy i volba kolony a mobilni faze. Kolona s prostou reversni fazi ale
neposkytovala dostateCnou retenci pti pH mobilni faze 4,7 ani 5,8, pravdépodobné jako
disledek vysoké polarity analytdi. Proto jsme se rozhodli, podobn¢ jako v metabolomické studii
zabyvajici se stanovenim dusikatych metaboliti v bakterialni bunce (Lu et al., 2006), pouzit
kolonu s polarnimi funkénimi skupinami a mobilni fizi o nizkém pH. Takto jsme dosahli

separace vSech kritickych part isokratickou eluci v prabéhu 3,5 min.
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V zajmu zvySeni zivotnosti kolony a prevence jejiho zanaSeni balastnimi latkami
v rostlinnych extraktech jsme do LC-metody pridali krok promyti kolony mobilni fazi s vyssi
eluéni silou (95% MeOH). Z divodu tohoto promyti a nasledné reekvilibrace kolony na
startovni podminky se Cas mezi dvéma po sobé jdoucimi nastiiky prodlouzil na 12 min.
Doposud nejrychlejsi publikovana chromatografickd metoda stanoveni bazi a nukleosidii ma
interval mezi nastiky ptiblizné 15 min (Ito et al., 2000). Nase kolona ma v tomto uspotradani

zivotnost cca 520 nastiki, coz je u daného typu standardni (O. Novak, osobni sd€leni).

Pti pouziti detektoru Xevo se kvantifikac¢ni limity naS$i metody pro jednotlivé latky
pohybovaly v rozmezi koncentraci 5.10° — 1.10° M (viz tabulka 8 v kapitole 5.4.), tedy
srovnatelné nebo niz$i, nez ve dfive publikovanych metodach stanoveni (Ito et al., 2000;
Hartmann et al., 2006). Na detektoru QuattroMicro byly kvantifika¢ni limity vyssi a stanoveni
bylo mén¢ ptesné, viz tab. 7. To je dano staiim a celkovou konstrukei pfistroje (kratsi hexapoly,
méng¢ citliva dynoda, méné ptesné zpracovani iontového zdroje). Koncentra¢ni rozsah stanoveni
byl pro jednotlivé latky v rozmezi az péti fadd (10°— 10" M). To je zptisobeno zejména
pouzitim interniho standardu, ktery eliminuje chyby zpusobené potlacovanim ionizace pfi
vysSich koncentracich analytl a pfitomnosti biologické matrice, a dvojité logaritmickym
vynesenim (log R proti log c, viz kapitola 4.6.4.) kalibracni zavislosti. Pfesnost nasi metody je
srovnatelna s metodami diive publikovanymi a jeji spravnost je srovnatelna nebo lepsi (Kaneko

et al., 2009).

6.3. Stanoveni purini a pyrimidint v P. patens

V charakterizaci rostlinnych nukleosidas, enzymu fidicich pomér mezi katabolismem
a recyklaci nukleosidl, byly prvni kroky ucinény teprve praci B. Junga a kolegti (2009, 2011),
ktery se zabyval modelem Arabidopsis. NaSe prace se zabyva kvantifikaci purint a pyrimidini
v rostlinnych pletivech v navaznosti na praci H. Turcinov (2011), ve které byly in vitro

charakterizovany a nasledné pfipraveny ko-mutanty vSech tii nukleosidas z P. patens.

Nukleosidasy z P. patens (PpNSHs) byly jiz, co do biochemickych vlastnosti,
charakterizovany (Tur¢inov, 2011). Meéfeni koncentraci bazi a nukleosidii pfimo v pletivech
P. patens (a tim vlastné aktivity PpNSHs in vivo) v této praci ale vykazovalo veliké smérodatné
odchylky — vrozmezi 6,9 — 54,3 % RSD (median 37,34 % RSD). Proto jsme ve spolupraci
s prof. von Schwartzenbergem a H. Turcinov vytvorili pfesnéjsi metodu stanoveni (median

4,17 % RSD).

Kromé toho bylo naSe pracovisté pozadano o kvantifikaci cytokinint (Novak et al.,
2008) v pletivech P. patens (WT a PpNSH-ko), aby se potvrdila ¢i vyvratila hypotéza, Ze
PpNSHs mohou §tépit 1 cytokininové ribosidy a tim aktivovat cytokininovou signalizaci (Jung

et al., 2009; Jung et al., 2011; Turcinov, 2011) podobng, jako to d¢la LOG s cytokininovymi
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nukleotidy (Kurakawa et al., 2007). Tato méfeni vSak nejsou soucasti této prace a jejich
vysledky dosud nebyly publikovany. Ovlivnéni metabolismu cytokinind aktivitou nukleosidas

proto nadale ziistava otazkou.

Jak vyplyva z vysledkli uvedenych v kapitole 5.6., nukleosidasy se v P. patens skute¢né
podileji na hydrolyze nukleosidii na ribosu a volné baze. Vzhledem k tomu, Ze nejvétsi celkovy
narist hladin nukleosidii byl pozorovan v ptfipadé PpNSH1-ko mutanta, Ize piredpokladat, Ze
tento enzym je hlavni provozni nukleosidasou P. patens. PpNSH1 pravdépodobné hydrolyzuje

jak purinové, tak i pyrimidinové nukleosidy.

V ptipadé uridinu se PpNSH1 zda byt hlavni nukleosidasou podilejici se na jeho
hydrolyze. Proti tomu vSak mluvi relativné nizky (pouze pfiblizn€ 1,5-ndsobny) vzestup
koncentrace uridinu. Je ovSem mozné, Ze koncentrace uridinu zdstava relativné nizka, protoze
uridin je uridinkinasou (EC 2.7.1.48) efektivné recyklovan zpét na UMP, ktery zpétnovazebné
inhibuje de novo syntézu pyrimidini (Kanamori et al., 1980). Po zastaveni de novo syntézy
rostlina své potfeby pyrimidinovych nukleotidi kompletné pokryva jejich recyklaci
a koncentrace uridinu v pletivu i po knockoutu PpNSH1 stoupa jen malo. Druhou mozZnosti je,
7ze v PpNSHI1-ko piebira tlohu v hydrolyze uridinu PpNSH2 (u niz byla in vitro urcena
substratova specifita pro uridin; Tur¢inov, 2011) nebo PpNSH3 (ktera je sekvenéné podobna

PpNSH?2 a piedpoklada se proto podobna substratova specifita; Turéinov, 2011).

Naproti tomu koncentrace xanthosinu po knockoutu PpNSH1 stoupa velmi vyrazné, asi
120x. To mize byt zplsobeno tim, ze xanthosin je poslednim meziproduktem katabolismu
vSech ostatnich sledovanych purinti pfed hydrolyzou N-glykosidické vazby na ribosu, ale neni
zaroven produktem de novo syntézy purini a nefunguje proto jako jeji zpétnovazebny inhibitor.
De novo syntézu purinil inhibuje IMP (Stasolla et al., 2003), jeho defosforylaci vznikly inosin
vsak mize byt dale oxidovan na xanthosin, proto koncentrace inosinu po knockoutu PpNSHI
nemusi nutné vzristat natolik, aby doslo k vypnuti de novo syntézy purinti. Koncentrace
ostatnich nukleosidl v PpNSH1-ko stoupa jen mirné (adenosin a guanosin ptiblizné 1,1x, inosin

priblizné 1,5x), pravdépodobné diky zminéné konverzi na xanthosin.

Zvlastni je vysoky nartst (pfiblizné 9,4-ndsobny) koncentrace hypoxanthinu po
knockoutu PpNSH1. Po vyfazeni nukleosidasy by totiz koncentrace volnych bazi méla zlstat
zachovana nebo by se méla mirn€¢ snizit v disledku reakci katabolismu (které se postupné
zastavi nedostatkem substratil). ZvySena koncentrace hypoxanthinu by proto mohla indikovat
sniZeni aktivity xanthindehydrogenasy (XDH, EC 1.17.1.4) v mutantu PpNSH1. Druhou reakci,
kterou XDH katalyzuje je oxidace xanthinu na kyselinu mocovou, hladiny xanthinu jsou ale

v PpNSH1 mutantu pouze 1,4x vy$si nez ve WT. Je-1i vSak PpNSHI jediny (nebo alespon
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vyrazn¢ dominantni) enzym hydrolyzujici xanthosin, nemusel by se pokles aktivity XDH

projevit vyraznym zvySenim koncentrace xanthinu.

V ptipadé PpNSH2-ko doslo ke zvyseni koncentraci xanthosinu (1,9x), adenosinu (1,3x)
a guanosinu (1,1x) v porovnani s WT, tento vzestup vSak nebyl pfili§ vyrazny. V piipadé
uridinu doslo naopak k poklesu (0,8x) vi¢i WT. To je v pfimém rozporu s praci H. Tur¢inov
(2011), kde se na zakladé sekvencni podobnosti PpNSH2 s AtNSH1 a in vitro experimentd
s heterologné exprimovanou PpNSH2 uvadi, Ze tento enzym je specificky pro pyrimidiny.
Je ovSem mozné, ze llohu PpNSH2 pfti hydrolyze pyrimidint piebira in vivo PpNSH1. Ackoliv
je in vitro afinita PpNSHI1 pro uridin niz$i nez PpNSH2 (K,,= 1,48 mM pro PpNSHI vs.
1,02 mM pro PpNSH2), celkova aktivita (pomér V ,./Ki) je u PpNSH1 vyssi (pfiblizné 1,34x).
Proto je mozné, Ze in vivo piebira po knockoutu PpNSH2 jeji funkci PpNSH1 (ktera je
v P. patens celkové nejaktivnéjsi nukleosidasou) a ke zvySovani koncentrace uridinu v pletivu

proto nedochazi.

U PpNSH3 nejsou prozatim k dispozici zadné in vitro Gdaje o jeji substratové specifité,
nebot’ tento protein se doposud nepodafilo heterologné exprimovat (Turcinov, 2011).
Predpovézena sekvence je ze 76 % homologni s PPNSH2, proto se predpoklada, Ze se jedna
taktéz o pro pyrimidin-specifickou nukleosidasu (Turc¢inov, 2011). Podle nasich méfeni doslo
v PpNSH3-ko mutantu pouze k mirnému zvyseni koncentraci adenosinu (1,1x) a nevyraznému
vzestupu koncentraci guanosinu a xanthosinu, tedy stejnych substrat jako v ptipadé PpNSH2,
rozdily vii¢i WT byly vsak jesté mensi. Takto malé zmény mohou znamenat, ze PpNSH3 je jen
velmi malo aktivni a koncentrace jednotlivych nukleosidii jsou udrzovany na konstantni urovni
aktivitou PpNSHI, pro potvrzeni ¢i vyvrdceni této hypotézy by bylo tfeba vytvorit
PpNSHI,3-double-ko mutanta. Dal§i moznosti je, ze PpNSH3 je exprimovana pouze
v nekterych pletivech nebo vyvojovych stadiich P. patens (napt. sporofytu) a jeji aktivita se
proto v suspenzni kultufe v dominantnim stadiu gametofytu nevyskytuje (to by bylo mozno

ovérit napt. fuzi s GFP a pozorovanim jednotlivych vyvojovych stadii P.patens).

Na zakladé prace H. Turcinov (2011) a naSich vysledkil je zfejmé, ze v P. patens je
nejdulezitéj$i nukleosidasou PpNSHI1, ktera je schopna hydrolyzovat N-glykosidické vazby jak
purinovych, tak i pyrimidinovych nukleosidi a pokryt tak, soucasné se zvySenym podilem
recyklace nukleosidii, fyziologické potieby rostliny. Nukleosidasy 2 a 3 mohou mit své
specifické funkce pouze v nekterych ¢astech nebo obdobich vyvoje rostliny. To by bylo vhodné
potvrdit pokusy s dvojité ¢i ptipadné trojit€ knockoutovanymi mutanty. DalS$i moznosti je
zapojeni PpNSH2 a 3 v metabolismu deoxynukleosidll, jejichz stanoveni jsme v této praci

neprovadéli. Do budoucna je proto nasim cilem metodu stanoveni o tyto derivaty rozsiftit.
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7. ZAVER

Tato prace byla zaméfena na vyvoj analytického nastroje pro studium metabolismu
purinovych a pyrimidinovych nukleosidii v rostlinnych pletivech. Pokouseli jsme se vyvinout
dostatecné specifickou a citlivou metodu pro stanoveni adeninu, guaninu, hypoxanthinu,
xanthinu, uracilu a jejich nukleosidii. Tuto metodu jsme nasledné pouzili ke kvantifikaci purint
a pyrimidini v bunkach suspenzni kultury P. patens jednak WT, jednak ve tfech mutantech

s knockoutovanymi geny pro syntézu nukleosidas.

Podaftilo se nam vyvinout a validovat dvé rizné instrumentalni metody stanoveni deseti
purinovych a pyrimidinovych derivatd (nukleosidi a volnych bazi) v rostlinnych pletivech.
Metoda zalozena na micelarni elektrokinetické chromatografii s UV detekci ma vyssi separacni
ucinnost, je vSak kvili zvolenému zpasobu detekce malo citliva. Naproti tomu metoda zalozena
na UHPLC na koloné s polarnimi modifikacemi ma sice niz§i (ale postacujici) separacni
ucinnost, nicméné je vyrazné citlivéjsi a diky pouziti izotopové znac¢eného interniho standardu
je linearni v Sir§im rozsahu koncentraci. Ptiprava vzorku je zaloZena na extrakci na pevné fazi

s pouzitim smésného anexu s navratnostmi v rozmezi 82 — 108 %.

Kvantifikaci purinovych a pyrimidinovych nukleosidi ve WT a mutantech P. patens

jsme dospéli k zavéru, ze:

= biologicky nejaktivnéj$im isoenzymem je v P. patens nukleosidasa 1, ktera je
schopna hydrolyzovat jak purinové, tak i pyrimidinové nukleosidy

= nukleosidasy 2 a 3 jsou naproti tomu vyrazné¢ mén¢ aktivni, na rozdil od in vitro
experimentti (Turcinov, 2011) jsme nepozorovali po jejich knockoutu zvyseni hladin
uridinu

= nukleosidasy se ve svych funkcich mohou (alespont Castecn€) zastupovat, pro
dikladn€j$i popis jejich tlohy in vivo bude nutné vytvotit double-ko mutanty

a zaroven rozs$ifit metodu na stanoveni bazi a nukleosidti o dalsi derivaty.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

10F-THF

ABA

ade

ado

AF

AIR

AMP

ATCasa

AtNSH

BGE

CE

EOF

elu

EtOH

FA

FGAR

GAR

GMP

IMP

10-formyl-tetrahydrofolat

kyselina abscisova

adenin

adenosin

mravenéan amonny (ammonium formate)
5-aminoimidazol-ribonukleotid
adenosinmonofosfat

adenin-fosforibosyltransferasa (EC 2.4.2.7), enzym recyklace purinti

katalyzujici kondenzaci adeninu s PRPP za vzniku AMP

aspartattrankarbamoylasa (EC 2.1.3.2), enzym de novo syntézy
pyrimidin katalyzujici vznik karbamoylaspartatu z karbamoylfosfatu

a aspartatu

nukleosidasa (EC 3.2.2.x) z Arabidopsis thaliana, enzym hydrolyzujici

nukleosidy na volnou bazi a ribosu

nosny elektrolyt (background elektrolyte)
kapilarni elektroforéza

elektroosmoticky tok (electroosmotic flow)
frakce eluce pti SPE

ethanol

kyselina mravenci (formic acid)
formylglycinamid-ribonukleotid
glycinamidoribonukleotid
guanosinmonofosfat

guanin

guanosin

hypoxanthin

inosinmonofosfat
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1no
iPR

LOG

MEKC
MeOH
MS

NHsAc

PpNSH

PRA
PRPP

pt
SAICAR
SPE
TCA

UHPLC

UMP
ura
uri
wl

w2

WT

xXan

Xao

inosin
isopentenyladenosin

cytokinin-specificka fosforibohydrolasa, enzym katalyzujici hydrolyzu

cytokininovych nukleotidi na volnou bazi a ribosa-5-fosfat (lonely guy)
micelarni elektrokineticka chromatografie

methanol

hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

octan amonny

nukleosidasa (EC 3.2.2.x) z Physcomitrella patens, enzym hydrolyzujici

nukleosidy na volnou bazi a ribosu
fosforibosylamin

5-fosforibosyl-1-difosfat

flow through frakce pti SPE
N-sukcinyl-5-aminoimidazol-4-karboxamid
extrakce na pevné fazi (solid-phase exaction)
kyselina trichloroctova

ultra ucinna kapalinovd chromatografie (ultra-high performance liquid

chromatography)

uridinmonofosfat

uracil

uridin

washl frakce, prvni promyti pii SPE
wash2 frakce, druhé promyti pii SPE

»wild type*, divoky typ — organismus, jehoZ genom nebyl laboratorné

modifikovan, je tedy stejny, jako se vyskytuje v ptirodé
xanthin

xanthosin
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XDH xanthindehydrogenasa (EC 1.17.1.4), enzym katabolismu purini
katalyzujici dvé nasledné¢ dehydrogenacni reakce hyp — xan

a xan — kyselina mocova

XMP xanthosinmonofosfat
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