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SEZNAM ZKRATEK

6-MP 6-merkaptopurin
6-MMP 6-methylmerkaptopurin
6-TG 6-thioguanin

AZA azathioprin

DTT dithiotreitol



1 UvVOoD

vvvvvv

v8ech zivych organismi. Diky tomu, Ze se nachazi ve vSech zivych organismech, je jeji
studium velice pfinosné ve vSech oblastech lidského zivota, nejenom v lékafstvi pfi studiu

onemocnéni, ale i v kriminalistice nebo pfi ur€ovani stafi, napfiklad hornin.

Cilem této prace je vyvoj citlivé metody, kterd by jednoduSe a efektivné
zhydrolyzovala DNA na jednotlivé baze, diky ¢emuz by bylo mozZné stanovit analog
guaninové baze 6-thioguanin v DNA. Latka 6-thioguanin je hlavni u€innou latkou, ktera
zprostfedkovava imunosupresivni efekt 1éCiva azathioprinu a 6-merkaptopurinu, jez jsou
vyuzivany k terapii idiopatickych stfevnich zanétl, akutni lymfatické leukémie nebo

Crohnovy choroby.

Ke stanoveni 6-thioguaninu v DNA byla pouZita metoda kapalinové chromatografie
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii, ktera je jednou z nejrozSifenéjSich analytickych

metod.



2 TEORETICKA CAST

2.1 DEOXYRIBONUKLEOVA KYSELINA

Nukleové kyseliny jsou zakladni slozkou v§ech zivych organismu (Alberts, 2002). Jsou to
makromolekularni latky, které nesou genetickou informaci organismu. Zakladni stavebni
jednotkou je nukleotid. Nukleotid obsahuje tfi ¢asti: cukernou slozku, pyrimidinovou nebo
purinovou bazi a zbytek kyseliny fosforeCné. Existuji dva hlavni typy nukleovych kyselin:
deoxyribonukleova kyselina a ribonukleova kyselina. Lisi se
pentosou: deoxyribonukleova kyselina obsahuje 2°deoxyribosu, ribonukleova kyselina
obsahuje ribosu. Dale se liSi heterocyklickymi bazemi: deoxyribonukleova kyselina
obsahuje adenin, guanin, thymin a cytosin, u ribonukleové kyseliny je baze thymin

nahrazena bazi uracil.

Deoxyribonukleova kyselina, zkracené DNA je chemickym nositelem bunécné
genetické informace (McMurry, 2012). Ma schopnost pfenaset a uchovavat informace, coz
je dano poradim bazi v fetézci nukleotidu (Klasek, 2013). Pfenos informaci se uskute¢nuje
pomoci biosyntézy bilkovin. Geneticka informace je pfedavana z DNA do RNA procesem
zvanym transkripce a nasledné z RNA do proteinu procesem zvanym translace. Model
struktury DNA odvodili v roce 1953 James Watson a Francis Crick (Alberts, 2002).

2.1.1 Primarni struktura DNA

Jednotlivé nukleotidy jsou sloZeny z nukleosidU, které jsou vazany na fosfatovou skupinu
(Klasek, 2013). Nukleosid je tvofen pentosou, na jejimz poloacetalovém uhliku je navazana
N-glykosidickou vazbou heterocyklicka baze. Pentosou je 2'-deoxyribosa. V DNA se
vyskytuji Ctyfi heterocyklické baze. Dvé z bazi jsou derivaty purinu, dalsi dvé jsou derivaty
pyrimidinu (Obr. 1).

H,M 0 0

N)“‘“\ " HN)J\ " NEN - NH
DRGNS @D LA

Adenin Guanin Cytosin Thymin
Obr. 1 Chemicka struktura purinovych a pyrimidinovych bazi

Nukleotidové jednotky jsou pospojovany pomoci esterové vazby s kyselinou

fosfore€nou tak, Ze 5°-hydroxylova skupina jednoho nukleosidu se vaze na 3’-hydroxylovou
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skupinu dalSiho nukleosidu, tudiz jeden konec polymeru nukleové kyseliny kongi
3’-koncem, druhy 5°-koncem (Obr. 2) (McMurry, 2012).

5'-konec NH

N-glykosidicka vazba

0
I

3 -konec

Obr. 2 Primarni struktura DNA, pfevzato a upraveno z:

http://www.studiumbiochemie.cz/na.html, 11. 3. 2017
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2.1.2 ZpUsoby hydrolyzy DNA

Zasadita hydrolyza je jedna z moznosti hydrolyzy nukleovych kyselin (Alberts, 2002).
Fosfoesterové vazby se snadno S$tépi zfedénymi zasadami za vzniku nukleotidu.
N-glykosidicka vazba zlstava zachovana. DNA je vici zasadité hydrolyze stabilngjsi kvuli
nepritomnosti hydroxylové skupiny v poloze 2. Zasadita hydrolyza se provadi zasadami,

jako jsou hydroxid sodny nebo hydroxid amonny.

DalSi moznosti je kysela hydrolyza (Zenkova, 2004). Pfi mirné kyselé hydrolyze
dochazi k apurinaci. Purinové baze se obecné odstépuji snaze nez pyrimidinové, tudiz
hydrolyzat obsahuje pfevahu purinovych bazi a pyrimidinovych nukleotidt. Fosfoesterové
vazby jsou téZce hydrolyzovany oproti N-glykosidickym vazbam. V silné kyselém prostfedi
a pfi zvySené teploté se DNA Stépi na jednotlivé baze a cytosin se deaminuje na uracil.
Kysela hydrolyza se provadi kyselinou sirovou, Kkyselinou mravenci, nebo kyselinou

chlorovodikovou (Dervieux, 2005).

Pro stanoveni primarni sekvence DNA je vhodna enzymaticka hydrolyza. Tuto
hydrolyzu katalyzuji nukleazy. DNA je zhydrolyzovana na jednotlivé nukleotidy (Wang,
2010).

2.1.3 Merkaptopuriny

Merkaptopuriny jsou purinové baze, které obsahuji thiolové skupiny (Chalupna, Lukas,
2004) Jedna se o antimetabolity purinovych bazi. Jsou to cytostatika inhibujici syntézu
nukleovych kyselin. Hlavnim mechanismem ucinku je zasah do bunééného jadra, a tim
naru$eni mnozeni bunék (Ceskéa onkologicka spole&nost, 2017). Radi se mezi né napfiklad
azathioprin (AZA), 6-merkaptopurin (6-MP) a 6-thioguanin (6-TG). AZA je proléCivem, které
je v jatrech pfeménéno na 6-MP (Schwab, 2001). 6-TG, ktery je analogem pfirozené se
vyskytujici purinové baze guaninu (Obr. 3), je hlavni u€innou latkou, ktera zprostfedkovava
imunosupresivni efekt [éCiva AZA a 6-MP. Tento efekt je zprostiedkovan indukci apoptdzy
nadmérné stimulovanych lymfocytd. 6-TG je vyuzivan ve zdravotnictvi v terapii pacientu
s idiopatickymi stfevnimi zanéty, akutni lymfatickou leukémii, chronickou myeloidni
leukémii, Crohnovou nemoci a ulcerdzni kolitidou. Az u 60 % pacientd ma pozitivni odpoved

na lécbu.

=H

A
PN

Obr. 3 Chemicka struktura 6-TG

H-M
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6-MP je metabolizovan tfemi cestami (Chalupna, 2004). Prvni cestou (1.) je metylace
enzymem thiopurin-S-metyltransferazou na 6-metylmerkaptopurin (6-MMP).
6-MMP je zodpovédny za nezadouci UCinky Iécby merkaptopurint, konkrétné pulsobi
hepatotoxicky. Druhou cestou (2.) je degradace molekuly xanthin-oxidazou na thiouraty.
Treti cesta (3.) vyuziva enzym hypoxanthin-guanin-fosforibosyltransferaza, ktera
enzymatickymi reakcemi pfeméni  6-MP na 6-TG pies meziprodukt
6-thioinosinmonofosfat. Tato cesta vede ke tvorbé metabolitt, které maji schopnost
zabudovat se do DNA (Obr. 4). 6-TG je metabolizovan dvéma hlavnimi cestami: metylaci
za vzniku 2-amino-6-metylthiopurinu a deaminaci za vzniku 2-hydroxy-6-merkaptopurinu,
ktery je dale oxidovan na kyselinu thiomoCovou. Metabolit 2-amino-6-metylthiopurin ma
schopnost zabudovat se do DNA. Naopak tomu vznik 2-hydroxy-6-merkaptopurinu vede ke
vzniku kyseliny thiomocové, ktera je jako odpadni produkt vylou¢ena z téla (Munshi, 2014).

6-MP a 6-TG maiji schopnost zabudovat se do DNA a tim zpUsobit cytotoxicky ucinek.

B-metylmerkaptopurin

thiopurin-5-metyltransferaza| 1.

[ hypoxantin-guanin-fosforibosyltransferaza

azathioprin 6-merkaptopurin G-thioinosinmonofosfat
¥antin-oxidaza | 2.
kyselina thiomocova 6-thioguanin

Obr. 4 Enzymaticka draha pfemény azathioprinu a 6-merkaptopurinu, pfevzato a
upraveno z: Chalupna P., Lukas M., Sroubkova R., Bortlik M., Stiitesky J., Kumsta M.
Sebesta I. 6-thioguanine therapy in inflammatory bowel disease. Folia Gastroenterol
Heptaol 2004, 2(3): 112-120

Légivé pripravky registrované v Ceské republice na bazi merkaptopurinGi jsou
Puri-nethol a Xaluprine s ucinnou latkou merkaptopurin (Statni ustav pro kontrolu I&Civ,
2017). Azathioprin je soucasti tfi IéCivych pFipravkld: Azathioprin, Imuran a Imasup. Lék

Lanvis obsahuje 6-thioguanin jako ucinnou latku.

Stanoveni 6-TG je mozné elektrochemicky (Mirmomtaz, 2009), kapilarni

elektroforézou se spektrofotometrickou detekci (Flores, 2003), (Wang, 2005), nejcastgji

13



ov8em pomoci kapalinové chromatografie se spektrofotometrickou detekci (Boulieu, 1993),

(Hawwa, 2009) nebo hmotnostné spektrometrickou detekci (Tabulka 1).

Tabulka 1. Pfiklady stanoveni 6-thioguaninu pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni

s hmotnostné spektrometrickou detekci v biologické matrici

Matrice  Latky
Cervené 6-TG,
krvinky 6-MMP
Plna krev 6-TG,
6-MP
Plasma 6-MP,
6-TG
Plna krev 6-MMP,
6-TG

Separacni

kolona

C18, 3 um,
2,1 x 150 mm,
Waters

HILIC BEH
1,7 ym, 2,1 X
50 mm,

Waters

UPLC BEH
shield RP 1,7
pm, 2,1 x 150
mm, Waters
BEH C18 1,7
pm, 2,1 x 50

mm, Waters

Chromatografické

podminky

2,5*107 mol/l octan
amonny s 0,1 %
kyselinou mravenci (A),
acetonitril s 0,1 %
kyselinou mravenci (B),
isokraticka eluce 95 % A
10*10°% mol/l mravencéan
amonny s 160*10- mol/l
kyselinou mravenci (A),
acetonitril (B),
isokraticka eluce 95 % B
0,1 % kyselina mravenci
(A), acetonitril (B),

isokraticka eluce 85 % B

2*10° mol/l s 0,1 %
kyselinou mravenci (A),
2*10° mol/l s 0,1 %
kyselinou mravenci

v acetonitrilu,
gradientova eluce: 3 %
B->95%B->3%B

Priprava

vzorku

DTT, kyselina
chlorista,
inkubace

100 °C

po 1 hodinu

Derivatizace,
extrakce na

pevné fazi

Extrakce na

pevné fazi

DTT, kyselina
sirova,
inkubace
95°Cpo3
hodiny

Citace

Dervieux,
2005

Jacobsen,
2012

Al-
Ghobashy,
2016

Zochowska,
2016
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2.2 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

2.2.1 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie pfedstavuje techniku umoziujici separaci slozek ve vzorku za
ucelem stanoveni jejich pfitomnosti a koncentrace (Praus, Vontorova, 2015). Pomoci
kapalinové chromatografie se déli skupiny netékavych organickych a anorganickych

sloucenin, které se v mobilni fazi rozpoustéji.
2.2.2 Slozeni kapalinového chromatografu

Hlavnimi ¢astmi jsou zasobniky mobilni faze, vysokotlakové €erpadlo, davkovaci zafizeni,

kolona, detektor a poéita (Obr. 5) (Praus, Vontorova, 2015).

Pocitac

Zasobniky mobilni faze D
i3 1 Davkovaci zafizeni Ejﬁj

Detektor
Odpad

Vysokotlaké cerpadlo

Obr. 5 Schéma kapalinové chromatografu, pfevzato a upraveno z:
http://www.hplc.cz/Der/pcrs.htm, 8. 3. 2017

Vysokotlaké Cerpadlo zachovava konstantni pratok mobilni faze za velmi malych
pratokd (0,1 — 10 cm®min) a pomérné vysokych tlaku (30-50 MPa) (Churacek, 1985).
NejCastéji se pouzivaji membranova nebo pistova Cerpadla. Pied Cerpadla se zafazuji
odplynovace mobilni faze odstranujici vzduchové mikrobublinky, které by se na vystupu
z kolony diky poklesu tlaku uvolfiovaly a znemoznovaly uspé&Snou separaci. V kapalinové
chromatografii se vyuziva dvou modu €erpani mobilnich fazi: isokraticky, pfi kterém je za
stalého prutoku erpana jedna mobilni faze, a gradientovy, kdy v prib&hu jedné analyzy Ize

meénit sloZeni i pritok mobilni faze.
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Separacni kolony slouzi k vlastni separaci (Novakova, 2013). Kolony jsou kovové
trubice plnéné vhodnym sorbentem, mezi nichz patfi silikagel, chemicky vazané faze na
bazi silikagelu, polymerni a hybridni sorbenty, oxid hlinity, aktivni uhli. Rozméry kolon se
pohybuji v délce 5-30 cm s vnitinim prdmérem 1-4 mm. (Churagek, 1985). Uginnost kolon
zavisi na kvalité pouzitého sorbentu, na délce kolony, jejim tvaru, materidlu a na

spojovacich souc¢astech.

Mezi polarni sorbenty kolon se fadi silikagel a oxid hlinity (Praus, Vontorova, 2015).
Diky kyselosti silné ovliviuji separaci bazickych slou€enin. S polarnimi sorbenty se pracuje
v systému s normalnimi fazemi. V tomto systému plati, ze polarita mobilni faze je mensi
nez polarita stacionarni faze. Na koloné se zadrzuji analyty s vy$Sim obsahem hydrofilnich
oblasti (polarni latky). Mezi nepolarni sorbenty kolon patfi tzv. chemicky vazané faze, které
vznikaji chemickou modifikaci silikagelu. Nepolarni sorbenty vyuziva chromatografie na
reverzni fazi. V tomto systému je polarita mobilni faze vétsi nez polarita stacionarni faze.
Velmi ¢asto se pouziva technika gradientové eluce, pfi které se polarita mobilni faze méni
bé&hem separace v zavislosti na ¢ase. Na koloné se zadrzuji analyty s vy§Sim obsahem

hydrofobnich oblasti (nepolarni latky).

Jako mobilni faze se pouzivaji organicka rozpoustédla nebo rizné elektrolyty
(Praus, Vontorova, 2015).

Detektory Ize rozdélit na univerzalni a selektivni (Praus, Vontorova, 2015). Mezi
univerzalni patfi refraktometricky a konduktometricky detektor. Selektivnimi detektory jsou
spektrofotometricky, fluorimetricky, elektrochemicky nebo hmotnostni. Data z detektoru

jsou vyhodnocovana na pocitaci.
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2.3 HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda slouzici k ur€ovani hmotnosti molekul
a jejich ¢asti. Metoda je zalozena na prevedeni molekul na ionty, rozlieni téchto iontd podle

poméru hmotnosti a naboje (m/z) a detekci v hmotnostnim analyzatoru (Klasek, 2013).

Zakladnimi ¢astmi hmotnostniho spektrometru jsou: iontovy zdroj, ve kterém
dochazi kionizaci, hmotnostni analyzator, kde dochazi k separaci smési iontd podle

hodnoty m/z, detektor a pocita¢ (Obr. 6)

VSTUP

lontovy zdroj

Detektor —— [poCiTAC

Hmotnostni analyzator

Vakuovy systém

Obr. 6 Schéma hmotnostniho spektrometru, pfevzato a upraveno z:
http://slideplayer.cz/slide/2523025/, 20.2.2017

2.3.1 loniza¢ni techniky

Podle mnozZstvi energie Ize ionizaéni techniky délit na tvrdé a mékké (Lee, 2003). Tvrdé
ioniza¢ni techniky maji dodanou energii dostate¢né velkou, aby z neutralni molekuly
vytvofili ion a dale tento ion Stépily. Mezi tvrdé ionizacni techniky patfi elektronova ionizace
a chemicka ionizace. Mé&kké ioniza¢ni techniky poskytuji molekuldm mnohem mensi
mnozstvi energie, proto jsou ve spektrech pozorovany ionizované molekuly
a minimum fragmentovych iontl. Mezi sprejové mékké ioniza¢ni techniky se fadi ionizace
elektrosprejem, chemicka ionizace za atmosférického tlaku, ionizace termosprejem

a fotoionizace za atmosférického tlaku.

lonizace elektrosprejem je mékka ionizaCni technika (Hoffmann, 2007). Tato
technika umoznuje prevedeni iontl z roztoku do plynné faze. V dasledku pisobeni silného
elektrického pole dochazi k ionizaci vzorku. Elektrické pole je vyvolano aplikaci elektrického
napéti (2-5 kV), diky ¢emuz dojde ke vzniku malych nabitych kapi¢ek. Odpafovanim

rozpou$tédla dochazi ke zmenSovani kapicek, a tim ke zvySovani hustoty povrchového
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naboje. Nastane Coulombicka exploze, pfi které dochazi k rozpadu na mensi kapicky, mezi

kterymi je distribuovan puvodni naboj az ke vzniku molekularniho iontu (Obr. 7).

Kovowy plat 100 V

lehla 2-5 kY Hmotnostni

Taylorlv kuiel spektrometr
-

Kapicky ®
@
qﬂ@h @ {-E} @
ESI roztok %"‘-‘:’5 ggfﬂ @ E'} @®
ﬂ!}r 4'3‘
f g,;a
Cwidace .. Redukce
MNadbytecny naboj na povrchu 4
Rozpouitédlo a "
neutralizovaneg ionty )
@
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Obr. 7 Schéma ionizace elektrosprejem, pfevzato a upraveno z:
Cech N. B., Enke Ch., Practical Implications of Some Recent Studies in Electrospray
lonization Fundamentals. Mass Spectrometry Reviews, 2001, 24. 3. 2017

2.3.2 Analyzator

Analyzator oddéluje ionty dle jejich m/z (Hol€apek, 2016). Mezi analyzatory se fadi iontova
past, analyzator doby letu, orbitrap, iontova cyklotronova rezonance a kvadrupélovy

analyzator.

Kvadrupolovy analyzator je nejbéznéji pouzivanym analyzatorem pro ucely
kvantitativni analyzy (Banerjee, 2012). Sklada se ze &tyf kovovych ty&i rozmisténych okolo
stfedu osy. Na dvé z nich je vlozeno kladné napéti, na zbylé dvé zaporné napéti. lon je
pfiveden do stfedu osy kvadrupdlu, kde dochazi k jeho oscilaci. Oscilace je stabilni pouze

pro ion s urc€itou hodnotou m/z, ktery projde kvadrupdlem a dostane se az na detektor.

Trojity kvadrupdlovy analyzator se sklada ze tfi kvadrupdll fazenych za sebou
(Banerjee, 2012). Prvni kvadrupdl selektuje prekurzorové ionty. Prostfedni z kvadrupoll
slouzi jako kolizni cela s koliznim plynem, ktery zpUsobi excitaci, vybranych iontd prvnim

kvadrupdlem. Vzniklé fragmenty jsou analyzovany tfetim kvadrupdlem (Obr. 8).
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Obr. 8 Schéma trojitého kvadrupolového analyzatoru, pfevzato a upraveno z:
https://www.researchgate.net/publication/266890675 KVANTIFIKACE PROTEINOVYCH
BIOMARKERU POMOCI HMOTNOSTNI _SPEKTROMETRIE PRACUJICI V_REZIMU
MONITOROVANI VYBRANYCH REAKCI, 10. 3. 2017

2.3.3 Detektor

Detekce iontll je zalozena na zakladé jejich naboje nebo rychlosti (Hoffmann, 2007).
Detektory vyuzivaji hmotnostni analyzatory s vyjimkou orbitrapu a iontové cyklotronové
rezonance, kde probiha detekce pfimo v analyzatoru. Existuji dva typy detektort: detektory
pro pfima méfeni detekujici elektricky proud vznikajici pfimym dopadem stanovovanych

Vv s

detektory jsou detektory na bazi elektronovych nasobicu.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 PRISTROJOVE VYBAVENiI A MATERIAL

Analytické kolony
ACQUITY UPLC HSS T3 1,8 ym, 2,1 mm x 100 mm
ACQUITY UPLC BEH C18 1,7 um, 2,1 mm x 100 mm
ACQUITY UPLC BEH Amide Column, 1,7 ym, 2,1 mm x 100 mm
Kapalinovy chromatograf ACQUITY Ultra Performance (Waters, USA)
PDA Detector (Waters, USA)
Sample manager (Waters, USA)
Binary Solvent Manager (Waters, USA)
Hmotnostni spektrometr Quattro micro API Tandem Quadrupole System (Waters, USA)
Teplotni tfepacka Thermo Shaker Grant Bio (Botgal, UK)
Vyparnik Caliper Life Sciences TurboVap LV (GenTech Scientific, USA)

Systém na upravu vody Millipore Simplicity Personal Ultrapure Water System (Cole Parmer,
USA)

Vortex mixér Wizard Advanced IR 30x100 (Velp Scientifica, Italie)
Ultrazvuk Elma Transsonic 310 (Labexchange, Némecko)

3.2 POUZITE CHEMIKALIE

Kyselina mravenci (Fluka, eluent additive for LC-MS, 98 %, p.a., MW 46,03)
Acetonitril (Merck Millipore, gradient grade for liquid chromatography, MW 41,05)
Amoniak (EMD Millipore, 25 %, MW 35,04)

Methanol (Sigma-Aldrich, gradient grade for liquid chromatography, MW 32,04)
Dithiothreitol (Sigma-Aldrich, MW 154,25)

Kyselina chlorista (Lach-ner, MW 100,46)

Adenin (Sigma-Aldrich, 99 %, MW 135,13)

Guanin (Sigma-Aldrich, 98 %, MW 151,13)
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Thioguanin (Sigma-Aldrich, 98 %, MW 167,19)

3.3 PRIPRAVA ROZTOKU

Byl pfipraven zasobni roztok adeninu, guaninu a thioguaninu. Pevné standardy latek byly
navazeny a rozpustény v deionizované vodé. Vysledna koncentrace roztoku adeninu byla

5*103 mol/l, guaninu a thioguaninu 1*102 mol/l.

Byl pfipraven zasobni roztok dithiotreitolu (DTT) — 75 mg/ml rozpusténo v 15 ml

deionizované vody.

Byly pfipraveny mobilni faze A, B. Prvni pfipravena mobilni faze A byla slozena
z 2,5*10° mol/l octanu amonného s 0,1 % kyselinou mravenci a dopinéna na objem 250 ml
deionizovanou vodou. Prvni mobilni faze B obsahovala 0,1 % kyselinu mraven¢i smichanou

s acetonitrilem do 250 ml (tabulka 2).

Nasledna mobilni faze obsahovala 0,05 % kyselinu mravenci (125 ul) doplnénou
deionizovanou vodou na objem 250 ml. Mobilni faze B byla slozena z 0,05 % kyseliny

mravenci (125 pl) smichanou s acetonitrilem do objemu 250 ml (tabulka 3).

Dal$i mobilni faze A obsahovala 15*10 mol/l mraven¢an amonny (3,75 ml kyseliny
mravenci, dotitrovano amoniakem) dopinény na objem 250 ml deionizovanou vodou

a mobilni faze B byla slozena z 250 ml methanolu (Tabulka 4 a 5).

Finalni mobilni faze A obsahovala 0,1 % kyselinu mravenci (250 ul) dopinénou na
objem 250 ml deionizovanou vodou. Mobilni faze B obsahovala Cisty acetonitril ve 250 ml
lahvi (Tabulka 6).

3.4 VZORKY DNA

Vzorky DNA byly pfipraveny a poskytnuty Mgr. Annou Janostdkovou a doc. Drabkem
z Ustavu molekularni a translaéni mediciny v Olomouci. DNA byla vyizolovana kitem Cobas
od firmy Roche z kontrolnich CEM bunék a CEM bunék inkubovanych s 10 nebo 50 ug/mli
6-thioguaninu.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 OPTIMALIZACE SEPARACNICH PODMINEK

Za ucelem optimalizace byly testovany dvé kolony s reverznimi fazemi C18 (ACQUITY
UPLC HSS T3 a ACQUITY UPLC BEH C18) a jedna kolona s polarni amido fazi (ACQUITY
UPLC BEH Amide). Cilem optimalizace byla separace analytd za co nejlepSiho tvaru
chromatografickych pikd mimo mrtvy objem kolony pfi co nejkratSim Case analyzy. Roztoky
analytd pouzivané pro ucely optimalizace méli vyslednou koncentraci 1*10° mol/l a byly
detekovany vreZimu snimani celého hmotnostniho spektra (,full scan®) v pozitivnhim

ionizaénim modu.

Pro prvni testovani byla vybrana Waters kolona s ,high strenght silica® (HSS)
charakterem ¢astic na bazi 100 % silikagelu a T3 technologii vazby C18 fetézcl umoznujici
retenci k polarnim latkam. Podminky experimentu byly inspirovany dle Dervieux, 2005.
(Tabulka 2, Obr. 9).

Tabulka 2: Separacni podminky

Analyticka kolona ACQUITY UPLC HSS T3 1,8 ym, 2,1 mm x 100 mm
SlozZeni mobilni faze A | 2,510 mol/l octan amonny, 0,1 % kyselina mravendci
Slozeni mobilni faze B 0,1 % kyselina mravenci v acetonitrilu

Nastrik 5ul

Pritok 0,4 ml/min

Teplota 30 °C

100
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Obr. 9 Gradient mobilni faze
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Obr. 10 lontové chromatogramy adeninu, guaninu a thioguaninu za separacnich

podminek Tabulky 2 a gradientu Obr. 9

PFi tomto testovani i naslednych modifikaci gradientu nebylo dosazeno ani optimalni

separace ani vhodného tvaru pikd (Obr. 10).

Pfi druhém testovani byl vybran experiment, ktery provadél A. de Nicol6 v roce 2014
na koloné o stejné fazi (ACQUITY UPLC HSS T3 1,8 ym, 2,1 mm x 100 mm) za podminek

a gradientu uvedenych v tabulce 3 a obrazku 11.
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Tabulka 3: Separa¢ni podminky dle A. de Nicold, D. Agnesod, etc., 2014

Analyticka kolona

Slozeni mobilni faze A

Slozeni mobilni faze B

ACQUITY UPLC HSS T3 1,8 ym, 2,1 mm x 100 mm
0,05 % kyselina mravenci ve vodé

0,05 % kyselina mravenci v acetonitrilu

Nastrik 5ul
Pratok 0,4 ml/min
Teplota 30 °C
100
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. 80
= 70
m
o 60
w50
£ 40
Ko}
o 30
= e \
10 /r/ \
0 ee—— | % °
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Cas (min)
Obr. 11 Gradient mobilni faze (Nicold, 2014)
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Obr. 12

lontové chromatogramy, separacni podminky adeninu, guaninu a

thioguaninu dle Nicold (2014)

optimalniho tvaru piku adeninu a guaninu ani jejich separace od mrtvého objemu kolony

Za téchto podminek i pfi nasledujicich modifikacich gradientu nebylo dosazeno

(Obr. 12), proto bylo od pouziti ACQUITY UPLC HSS T3 kolony upusténo.

s ¢asticemi s hybridnim sorbentem ,bridge ethyl hybrid“ (BEH) s fazi C18 a byly pfipraveny

nové mobilni faze (Tabulka 4, obr. 13).
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Tabulka 4: Separa¢ni podminky analytické kolony BEH C18

Analyticka kolona
SloZeni mobilni faze A
SloZeni mobilni faze B
Nastrik

Pratok

Teplota

100

ACQUITY UPLC BEH C18 1,7 um, 2,1 mm x 100 mm
15*10- mol/l mraven¢an amonny, pH 4

Methanol

5ul

0,25 ml/min

40 °C

90
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Obr. 13 Gradient mobilni faze pfi pouziti kolony BEH C18
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Obr. 14 lontové chromatogramy 6-thioguaninu, adeninu a guaninu na koloné BEH

C18 za separacnich podminek (Tabulka 4, Obr. 13)

V tomto experimentu se nepodafilo oddélit analyty od mrtvého objemu (Obr. 14),

proto byly tyto podminky opustény.

Pro dalSi testovani byla vybrana analyticka kolona zalozena na hybridnim sorbentu
,BEH" s navazanou amido fazi schopna retence velmi polarnich latek. Mobilni faze byly
ponechany stejné jako u pfedchoziho experimentu (Tabulka 5) a pfi gradientu, jak

znazornéno na obrazku 15.
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Tabulka 5: Separa¢ni podminky amidové analytické kolony

Analyticka kolona ACQUITY UPLC BEH Amide Column, 1,7 ym, 2,1 mm x 100
mm
SloZeni mobilni faze A | 15*102 mol/l mraven¢an amonny, pH 4

Slozeni mobilni faze B Methanol

Nastfik 5 pl
Pratok 0,25 ml/min
Teplota 40 °C

=
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Obr. 15 Gradient mobilni faze amidové kolony
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Obr. 16
podminek (Tabulka 5, Obr. 15) na amidové koloné

lontové chromatogramy adeninu, guaninu a thioguaninu dle separacnich

V tomto systému nebylo dosazeno separace analyti od mrtvého objemu ani
optimalniho tvaru pikd. Pravdépodobné diky tomu, Ze analyty pfi pH vodné mobilni faze

(pH 4) nejsou dostate€né nabité, aby se mohly zadrzovat na polarni stacionarni fazi.

V poslednim experimentu k optimalizaci separa¢nich podminek byla ponechana
amidova analyticka kolona, ale za pouziti kyselé vodné mobilni faze a acetonitrilu jako

organické mobilni faze (Tabulka 6).
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Tabulka 6: Nastolené separacni podminky pfi pouziti amidové kolony

Analyticka kolona ACQUITY UPLC BEH Amide Column, 1,7 ym, 2,1 mm x 100
mm
Slozeni mobilni faze A | 0,1 % kyselina mravenci ve vodé

Slozeni mobilni faze B Acetonitril

Nastfik 1 ul
Pratok 0,25 ml/min
Teplota 40 °C

Za podminek (Tabulka 6) bylo dosazeno dobré separace analytl a jejich oddéleni od
mrtvého objemu kolony za optimalniho tvaru pikd. Pfi kyselém pH jsou molekuly nukleovych
bazi nabité a mohou se na polarni stacionarni fazi zadrzovat. Profil gradientu byl
optimalizovan vzhledem k celkovému €asu analyzy od poc¢ate¢nich 90 % az po finalnich
80 % inicialniho obsahu organické mobilni faze. Profil gradientu je znazornén na obrazku
17, celkova doba analyzy byla 6 min. Zaznam iontového chromatogramu za optimalnich
podminek je uveden na obrazku 18.
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Obr. 17 Gradient mobilni faze v zavislosti na ¢ase
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Obr. 18 lontové chromatogramy adeninu, guaninu a thioguaninu za pouziti finalnich

podminek (Tabulka 6, Obr. 17)

4.2 OPTIMALIZACE HMOTNOSTNE SPEKTROMETRICKYCH PARAMETRU

Za optimalnich separacnich podminek (Tabulka 6, Obr. 17) byla v reZimu skenovani
produktovych iontl v pozitivnim ionizaénim médu naméfena fragmentacni spektra analytu
(Obr. 19). Pro dva nejintenzivngjSi fragmenty (kvantifikacni a konfirmacni) byly
optimalizovany parametry: napéti na kénusu, kolizni energie a napéti na kapilare v rezimu
sledovani produktu rozpadu molekularniho iontu. Vybrany byly ty hodnoty, pfi kterych byla
plocha piku analytl nejvétsi.
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Obr. 19 Fragmentacni spektra 6-thioguaninu, adeninu a guaninu ziskanych
v rezimu skenu produktovych iontd v pozitivnim ionizaénim médu s navrhem struktury
jednotlivych fragmentd dle databaze Metlin. V modrém krouZku m/z prekurzoru,
v Eerveném krouzku m/z kvantifikacniho fragmentu a v zeleném krouzku m/z

konfirmacniho fragmentu.
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4.2.1 Optimalizace napéti na kénusu
Napéti na kénusu bylo optimalizovano pro adenin, guanin a 6-thioguanin pfi hodnotach

10-14-18-20-24-28-30-34-38-40-45 (V).
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Obr. 20 Optimalizace napéti na kénusu adeninu Q a K1
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Obr. 21 Optimalizace napéti na kénusu guaninu Q a K1
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Obr. 22 Optimalizace napéti na kdnusu thioguaninu Q a K1

4.2.2 Optimalizace kolizni energie

Optimalizace parametru kolizni energie probihala v rozmezi hodnot 10 — 14 — 18 — 20 — 22
—-24-26-28-30-32-34-36-38-40(eV).
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Obr. 23 Optimalizace kolizni energie adeninu Q a K1
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Obr. 24 Optimalizace kolizni energie guaninu Q a K1
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Obr. 25 Optimalizace kolizni energie thioguaninu Q a K1
4.2.3 Optimalizace napéti na kapilare

Optimalizace napéti na kapilafe probihala v rozmezi hodnot 0,5-1-15-2-25-3 -
3,5-4-45(kV).
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Obr. 28 Optimalizace napéti na kapilafe thioguaninu Q a K1

4.2.4 \Vysledky hmotnostné spektrometrické optimalizace

Tabulka 7: Optimalizované hodnoty hmotnostné spektrometrickych parametrd pro

jednotlivé  pfechody analytd (kvantifikaéni - Q, a konfirmaéni - K)
Napéti na kénusu [V] Kolizni energie Napéti na kapilare
[eV] [kV]
Adenin 34 20
Q | Guanin 34 18
Thioguanin 38 18
Adenin 34 18 !
K | Guanin 30 18
Thioguanin 34 20

Po provedeni experimentd pro optimalizaci MS parametr( byly vybrany hodnoty
napéti na kénusu (dle Obr. 20, 21, 22) a hodnota koliznich energii (dle Obr. 23, 24, 25)

sumarizovano v Tabulce 7. Hodnota napéti na kapilafe byla zvolena kompromisni, 1 kV.
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4.3 OPTIMALIZACE UPRAVY VZORKU DNA

Vzorky DNA (z CEM bunék inkubovanych s 6-TG) byly analyzovany na koloné s amido fazi
ACQUITY UPLC BEH Amide 1,7 um, 2,1 mm x 100 mm. Mobilni faze byla sloZzena z 0,1 %
kyseliny mravenci a acetonitrilu. Pro hmotnostné spektrometricky parametr napéti na
kénusu byla vybrana hodnota 34 V, pro kolizni energii 18 eV. Hodnota napéti na kapilare
byla zvolena jako 1 kV. Vzorky DNA byly fedény v 70 % acetonitrilu. Tento pomér byl vybran

z dlvodu nejveétsi plochy pik analytd.
4.3.1 Hydrolyza DNA kyselinou chloristou

Podminky hydrolyzy DNA kyselinou chloristou byly pfevzaty z publikace Hawwa 2009. Do
mikrozkumavky bylo smichano 80 pl izolované DNA (z CEM bunék inkubovanych s 50
pg/ml 6-TG o koncentraci DNA 210 ng/ul), 100 ul dithiotreitolu (DTT, 75 mg/ml) 50 ul vody
a 50 pl kyseliny chloristé (HCIO4, 700 ml/l). Dithiotreitol byl pfidan z divodu ochrany
thiolovych skupin. Vzorek blanku byl pfipraven obdobné s tim rozdilem, Ze misto vzorku
DNA byla do mikrozkumavky pfidana deionizovana voda. Pfipravené vzorky
v mikrozkumavkach byly zahfivany po dobu 60 minut pfi 100 °C na termobloku. Nasledné
byl odebran 1 ul vzorku i blanku a nastfiknut na kolonu (zaznamy neukazany). V zaznamu
v8ak nebyl signal ani jednoho analytu, proto byly vzorky &aste¢né odpareny pomoci
dusikové odparky, rozfedény v 70 % acetonitrilu a 10 pl bylo nastfiknuto na kolonu (Obr.
29).
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Vzorek DNA Blank

UMTM sample CEM + 6-TG 50ug (1) 19.3.2014, 20 uL po odporovani 20 uL po odparovani
160930_Samp prep_1step_vzorek-DNA50ug 6-TG_10ul 1: MRM of 1 Channel ES+ |160930_Sample prep_1step_blank_10uL 1: MRM of 1 Channel ES+
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Obr. 29 lontovy chromatogram vzorku DNA (izolované z CEM bunék inkubovanych

s 50 yg/ml 6-TG, koncentraci DNA 210 ng/pl) a blanku po hydrolyze kyselinou
chloristou, nastfik 10 pl

V zaznamu casteCné odpafené matrice vzorku DNA opét nebyl signal analytd
(Obr. 29), coz by mohlo byt dusledkem: (1.) silné iontové suprese analytd vysoce
koncentrovanou matrici vzorku, (2.) nizké koncentrace nukleovych bazi ve vzorku
hydrolyzované DNA (2.).

Vliv iontové suprese — fedéni matrice s kyselinou chloristou

Za ucCelem zjisténi vlivu iontové suprese byla matrice vzorku (DTT, HCIOa,
deionizovana voda) nafedéna 10x, 100x, 1000x a 10000x 70 % acetonitrilem a byly do ni
pridany analyty adenin, guanin a thioguanin tak, aby jejich koncentrace byla 1*10° mol/l.

Vysledné iontové chromatogramy jsou znazornény na Obr. 30.
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Obr. 30 lontovy chromatogram matrice vzorku (dithiotreitol, kyselina chlorista)
fedéné 0x, 10x, 100x, 1000x a 10000x, naspikované 6-TG, adeninem a guaninem o

vysledné koncentraci 1*10° mol/l vS§ech analytu, nastfik 10 pl

Vliv iontové suprese — fedéni vzorku DNA

Z Obr. 30 je vidét silny vliv matrice vzorku, ktery mizi az po mnohonasobném fedéni,
idealné 10000x. Redéni 100x, 1000x a 10000x bylo aplikovano na vzorek DNA z CEM
bunék inkubovanych s 50 ug/ml 6-TG (koncentrace DNA 210 ng/ul) hydrolyzovanym dle
podminek Hawwa 2009 (Obr. 31).
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6-thioguanin | aqenin Guanin
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Obr. ;1 ;:y chromatogram vzorku DNA (izolované z CEM bunék inkubovanych

s 50 pg/ml 6-TG, koncentraci DNA 210 ng/ul) nafedéného 100x, 1000x a 10000x,
nastrik 10ul

Ze zaznamu je vidét, Ze fedénim vzorku klesa iontova suprese, ale zaroven se fedi
koncentrace analytl ve vzorku, které se takto mohou pohybovat na limitu detekce, &i se stat
nedetekovatelnymi (Obr. 31).

4.3.2 Hydrolyza kyselinou mravenci

Kvuli silné iontové supresi matrici vzorku s kyselinou chloristou byla vybrana tékavéjsi
kyselina mravenc€i jako hydrolytické Ccinidlo. Vzorky byly pfipraveny stejné jako
v pfedchozim experimentu pouze s rozdilem kyseliny: 80 pl vzorku DNA izolovaného
z CEM bunék inkubovanych s 50 pg/ml 6-TG, koncentrace DNA 210 ng/ul, 100 yl DTT
(75 mg/ml), 50 ul vody a 50 yl HCOOH. Vzorky byly zahfivany na termobloku po dobu 60
minut pfi 100 °C. Po 60 minutach byly vzorky odstranény, nafedény 100x (pfiprava 1)
a 1000x (pfiprava 2) nebo odpafeny a rozfedény (pfiprava 3) (Tabulka 8). 10 pl kazdého
vzorku kazdé pfipravy bylo nastfiknuto na kolonu (Obr. 32).
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Tabulka 8: Pfiprava vzorkd pro nastfik na kolonu

Priprava 1 Pfiprava 2 Priprava 3
1 pl vzorku do 100 pl 70 % 1 pl vzorku do 1000 pl 70 % vzorek odpafen, rozpustén
acetonitrilu s vodou acetonitrilu s vodou v 70 % acetonitrilu s vodou
6-thioguanin adenin guanin

1 . 1

2 J 2

3 J 5
Obr. 32 lontovy chromatogram vzorku DNA izolovaného z CEM bunék

inkubovanych s 50 ug/ml 6-TG o koncnetraci DNA 171 ng/ul hydrolyzovaného
kyselinou mravenci a nafedéného 100x (1) a 1000x (2) ¢i odpareného a rozfedéného

ve 100 pl 70 % acetonitrilu s vodou (3), nastfik 10 pl

—e—6-thioguanin Adenin =—e=Guanin
40000
35000
5 30000 //
rg_ 25000 /
% 20000 /,
D_Cj 15000
10000 \ —
5000
0
1 2 3
Pfiprava vzorku
Obr. 33 Zavislost zpUsoby pfipravy vzorku na ploSe piku
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Hydrolyza vzork( DNA kyselinou mravenci poskytla signal analytd u vSech
zpusobu pfipravy vzorku (pfiprava 1-3) (Obr. 32), odpovidajici plochy pikl jsou uvedeny
v Obr. 33. Pfipravou 1 a 2 byla zkoumana pfipadna iontova suprese matrice vzorku, ktera
se nepotvrdila, jelikoz plochy pikt analytd byly niz8i u zfedéného vzorku
(Obr. 33, pfiprava 2). Odpafenim matrice vzorku a nasledné roziedéni ve 100 ul 70 %

acetonitrilu vedlo k zakoncentrovani analytu (Obr. 33, pfiprava 3).
4.3.3 Optimalizace ¢asu hydrolyzy DNA

V poslednim kroku byla optimalizovana doba potfebna k hydrolyze DNA na jednotlivé
nukleové baze. Za timto ucCelem byl pfipraven vzorek DNA ziskany z CEM bunék
inkubovanych s 10 ug/ml 6-TG o koncentraci DNA 195 ng/ul a byl hydrolyzovan za
podminek: 50 ul vzorku DNA, 25 pl DTT (75 mg/ml), 200 yl HCOOH (98 %) a blank (misto
DNA pfidano 50 ul vody). Vzorek DNA i blank byly viozeny do termobloku pfi 100 °C
av Casovém intervalu0—-10-30-60-90—- 120 — 150 — 180 — 210 minut byl 1 ul odebran,

100x nafedén 70 % acetonitrilem a nasledné bylo 10 pl nastfiknuto na kolonu.

—e—6-thioguanin adenin —a—guanin

"

2000 L a——A——
0 50 100 150 200
Cas [min]

Obr. 34 Vliv doby hydrolyzy kyselinou mravenci na plochu piku 6-thioguaninu,
adeninu, guaninu ve vzorku DNA (inkubace s 10 pg/ml 6-TG o koncentraci DNA
195 ng/pl)

Z Obr. 34 je patrné, Ze k hydrolyze dochazi jiz béhem 1 hodiny inkubace

s kyselinou mravenci. Pokles ploch pik analytt ve 30. a 60. minuté mohl byt zpisobeny

chybou v odebrani a nasledném fedéni vzorku k analyze.
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5 ZAVER
Byla vyvinuta citliva metoda pro stanoveni 6-thioguaninu ve vzorcich izolované DNA.

V ramci vyvoje metody byly také optimalizovany podminky pro stanoveni adeninu a guaninu

jako kontroly hydrolyzy DNA.

Béhem optimalizace chromatografickych podminek byly testovany separace v médu
reverzni chromatografie na C18 kolonach (ACQUITY UPLC HSS T3 a ACQUITY UPLC
BEH C18) a hydrofilni interakéni kapalinové chromatografie na koloné s amido fazi
(ACQUITY UPLC BEH Amide). Optimalni separace analytt probéhla na koloné ACQUITY
UPLC BEH Amide (1,7 um, 2,1 mm x 100 mm) s mobilni fazi slozené z 0,1 % kyseliny

mravendi a acetonitrilu.

Po optimalizaci separacnich parametrd bylo nutné optimalizovat hmotnostné
spektrometrické parametry (napéti na konusu, kolizni energie a napéti na kapilare) pro dva

nejintenzivnéjsi fragmenty v rezimu sledovani produktu rozpadu molekularniho iontu.

Dale byla optimalizovana pfiprava vzorku izolované DNA nejdfive za pouZiti kyseliny
chloristé nasledné pak kyseliny mravenci. Z davodu silné iontové suprese pfi pouziti
kyseliny chloristé byla jako vhodné hydrolyza¢ni €inidlo vybrana kyselina mravenci za
podminek: 50 pl vzorku DNA, 25 pl DTT (75 mg/ml), 200 yl HCOOH (98 %). Za téchto

podminek a zahfivani na termobloku pfi 100 °C probéhla hydrolyza do 1 hodiny.

Metoda muze slouzit pro sledovani stupné inkorporace 6-thioguaninu do DNA

pacientl lécenych merkaptopuriny.
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