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1 ÚVOD 

Deoxyribonukleová kyselina (DNA) je jedna z nejdůležitějších makromolekul. Je základem 

všech živých organismů. Díky tomu, že se nachází ve všech živých organismech, je její 

studium velice přínosné ve všech oblastech lidského života, nejenom v lékařství při studiu 

onemocnění, ale i v kriminalistice nebo při určování stáří, například hornin. 

 Cílem této práce je vývoj citlivé metody, která by jednoduše a efektivně 

zhydrolyzovala DNA na jednotlivé báze, díky čemuž by bylo možné stanovit analog 

guaninové báze 6-thioguanin v DNA. Látka 6-thioguanin je hlavní účinnou látkou, která 

zprostředkovává imunosupresivní efekt léčiva azathioprinu a 6-merkaptopurinu, jež jsou 

využívány k terapii idiopatických střevních zánětů, akutní lymfatické leukémie nebo 

Crohnovy choroby.  

 Ke stanovení 6-thioguaninu v DNA byla použita metoda kapalinové chromatografie 

ve spojení s hmotnostní spektrometrií, která je jednou z nejrozšířenějších analytických 

metod.   
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 DEOXYRIBONUKLEOVÁ KYSELINA 

Nukleové kyseliny jsou základní složkou všech živých organismů (Alberts, 2002). Jsou to 

makromolekulární látky, které nesou genetickou informaci organismu. Základní stavební 

jednotkou je nukleotid. Nukleotid obsahuje tři části: cukernou složku, pyrimidinovou nebo 

purinovou bázi a zbytek kyseliny fosforečné. Existují dva hlavní typy nukleových kyselin: 

deoxyribonukleová kyselina a ribonukleová kyselina. Liší se  

pentosou: deoxyribonukleová kyselina obsahuje 2´deoxyribosu, ribonukleová kyselina 

obsahuje ribosu. Dále se liší heterocyklickými bázemi: deoxyribonukleová kyselina 

obsahuje adenin, guanin, thymin a cytosin, u ribonukleové kyseliny je báze thymin 

nahrazena bází uracil. 

Deoxyribonukleová kyselina, zkráceně DNA je chemickým nositelem buněčné 

genetické informace (McMurry, 2012). Má schopnost přenášet a uchovávat informace, což 

je dáno pořadím bází v řetězci nukleotidu (Klásek, 2013). Přenos informací se uskutečňuje 

pomocí biosyntézy bílkovin. Genetická informace je předávána z DNA do RNA procesem 

zvaným transkripce a následně z RNA do proteinu procesem zvaným translace. Model 

struktury DNA odvodili v roce 1953 James Watson a Francis Crick (Alberts, 2002). 

2.1.1 Primární struktura DNA 

Jednotlivé nukleotidy jsou složeny z nukleosidů, které jsou vázány na fosfátovou skupinu 

(Klásek, 2013). Nukleosid je tvořen pentosou, na jejímž poloacetálovém uhlíku je navázána  

N-glykosidickou vazbou heterocyklická báze. Pentosou je 2´-deoxyribosa. V DNA se 

vyskytují čtyři heterocyklické báze. Dvě z bází jsou deriváty purinu, další dvě jsou deriváty 

pyrimidinu (Obr. 1).  

 

Obr. 1 Chemická struktura purinových a pyrimidinových bází 

 

 Nukleotidové jednotky jsou pospojovány pomocí esterové vazby s kyselinou 

fosforečnou tak, že 5´-hydroxylová skupina jednoho nukleosidu se váže na 3´-hydroxylovou 



11 
 

skupinu dalšího nukleosidu, tudíž jeden konec polymeru nukleové kyseliny končí  

3´-koncem, druhý 5´-koncem (Obr. 2) (McMurry, 2012). 

 

 

 

Obr. 2  Primární struktura DNA, převzato a upraveno z: 

http://www.studiumbiochemie.cz/na.html, 11. 3. 2017 

  

http://www.studiumbiochemie.cz/na.html
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2.1.2 Způsoby hydrolýzy DNA 

Zásaditá hydrolýza je jedna z možností hydrolýzy nukleových kyselin (Alberts, 2002). 

Fosfoesterové vazby se snadno štěpí zředěnými zásadami za vzniku nukleotidů.  

N-glykosidická vazba zůstává zachována. DNA je vůči zásadité hydrolýze stabilnější kvůli 

nepřítomnosti hydroxylové skupiny v poloze 2´. Zásaditá hydrolýza se provádí zásadami, 

jako jsou hydroxid sodný nebo hydroxid amonný. 

Další možností je kyselá hydrolýza (Zenkova, 2004). Při mírně kyselé hydrolýze 

dochází k apurinaci. Purinové báze se obecně odštěpují snáze než pyrimidinové, tudíž 

hydrolyzát obsahuje převahu purinových bází a pyrimidinových nukleotidů. Fosfoesterové 

vazby jsou těžce hydrolyzovány oproti N-glykosidickým vazbám. V silně kyselém prostředí 

a při zvýšené teplotě se DNA štěpí na jednotlivé báze a cytosin se deaminuje na uracil. 

Kyselá hydrolýza se provádí kyselinou sírovou, kyselinou mravenčí, nebo kyselinou 

chlorovodíkovou (Dervieux, 2005). 

Pro stanovení primární sekvence DNA je vhodná enzymatická hydrolýza. Tuto 

hydrolýzu katalyzují nukleázy. DNA je zhydrolyzována na jednotlivé nukleotidy (Wang, 

2010).  

2.1.3 Merkaptopuriny 

Merkaptopuriny jsou purinové báze, které obsahují thiolové skupiny (Chalupná, Lukáš, 

2004) Jedná se o antimetabolity purinových bází. Jsou to cytostatika inhibující syntézu 

nukleových kyselin. Hlavním mechanismem účinku je zásah do buněčného jádra, a tím 

narušení množení buněk (Česká onkologická společnost, 2017). Řadí se mezi ně například 

azathioprin (AZA), 6-merkaptopurin (6-MP) a 6-thioguanin (6-TG). AZA je proléčivem, které 

je v játrech přeměněno na 6-MP (Schwab, 2001). 6-TG, který je analogem přirozeně se 

vyskytující purinové báze guaninu (Obr. 3), je hlavní účinnou látkou, která zprostředkovává 

imunosupresivní efekt léčiva AZA a 6-MP. Tento efekt je zprostředkován indukcí apoptózy 

nadměrně stimulovaných lymfocytů. 6-TG je využíván ve zdravotnictví v terapii pacientů 

s idiopatickými střevními záněty, akutní lymfatickou leukémii, chronickou myeloidní 

leukémii, Crohnovou nemocí a ulcerózní kolitidou. Až u 60 % pacientů má pozitivní odpověď 

na léčbu.  

 

Obr. 3 Chemická struktura 6-TG 
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6-MP je metabolizován třemi cestami (Chalupná, 2004). První cestou (1.) je metylace 

enzymem thiopurin-S-metyltransferázou na 6-metylmerkaptopurin (6-MMP).  

6-MMP je zodpovědný za nežádoucí účinky léčby merkaptopurinů, konkrétně působí 

hepatotoxicky. Druhou cestou (2.) je degradace molekuly xanthin-oxidázou na thiouráty. 

Třetí cesta (3.) využívá enzym hypoxanthin-guanin-fosforibosyltransferáza, která 

enzymatickými reakcemi přemění 6-MP na 6-TG přes meziprodukt  

6-thioinosinmonofosfát. Tato cesta vede ke tvorbě metabolitů, které mají schopnost 

zabudovat se do DNA (Obr. 4). 6-TG je metabolizován dvěma hlavními cestami: metylací 

za vzniku 2-amino-6-metylthiopurinu a deaminací za vzniku 2-hydroxy-6-merkaptopurinu, 

který je dále oxidován na kyselinu thiomočovou. Metabolit 2-amino-6-metylthiopurin má 

schopnost zabudovat se do DNA. Naopak tomu vznik 2-hydroxy-6-merkaptopurinu vede ke 

vzniku kyseliny thiomočové, která je jako odpadní produkt vyloučena z těla (Munshi, 2014). 

6-MP a 6-TG mají schopnost zabudovat se do DNA a tím způsobit cytotoxický účinek. 

 

Obr. 4 Enzymatická dráha přeměny azathioprinu a 6-merkaptopurinu, převzato a 

upraveno z: Chalupná P., Lukáš M., Šroubková R., Bortlík M., Stříteský J., Kumšta M. 

Šebesta I. 6-thioguanine therapy in inflammatory bowel disease. Folia Gastroenterol 

Heptaol 2004, 2(3): 112-120 

 

Léčivé přípravky registrované v České republice na bázi merkaptopurinů jsou  

Puri-nethol a Xaluprine s účinnou látkou merkaptopurin (Státní ústav pro kontrolu léčiv, 

2017). Azathioprin je součástí tří léčivých přípravků: Azathioprin, Imuran a Imasup. Lék 

Lanvis obsahuje 6-thioguanin jako účinnou látku. 

Stanovení 6-TG je možné elektrochemicky (Mirmomtaz, 2009), kapilární 

elektroforézou se spektrofotometrickou detekcí (Flores, 2003), (Wang, 2005), nejčastěji 
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ovšem pomocí kapalinové chromatografie se spektrofotometrickou detekcí (Boulieu, 1993), 

(Hawwa, 2009) nebo hmotnostně spektrometrickou detekcí (Tabulka 1). 

Tabulka 1. Příklady stanovení 6-thioguaninu pomocí kapalinové chromatografie ve spojení 

s hmotnostně spektrometrickou detekcí v biologické matrici 

Matrice Látky Separační 

kolona 

Chromatografické 

podmínky 

Příprava 

vzorku 

Citace 

Červené 

krvinky 

6-TG,  

6-MMP 

C18, 3 µm, 

2,1 x 150 mm, 

Waters 

2,5*10-3 mol/l octan 

amonný s 0,1 % 

kyselinou mravenčí (A), 

acetonitril s 0,1 % 

kyselinou mravenčí (B), 

isokratická eluce 95 % A 

DTT, kyselina 

chloristá, 

inkubace  

100 °C  

po 1 hodinu 

Dervieux, 

2005 

Plná krev 6-TG,  

6-MP 

HILIC BEH 

1,7 µm, 2,1 x 

50 mm, 

Waters 

10*10-3 mol/l mravenčan 

amonný s 160*10-3 mol/l 

kyselinou mravenčí (A), 

acetonitril (B), 

isokratická eluce 95 % B 

Derivatizace, 

extrakce na 

pevné fázi 

Jacobsen, 

2012 

Plasma 6-MP,  

6-TG 

UPLC BEH 

shield RP 1,7 

µm, 2,1 x 150 

mm, Waters 

0,1 % kyselina mravenčí 

(A), acetonitril (B), 

isokratická eluce 85 % B 

Extrakce na 

pevné fázi 

Al-

Ghobashy, 

2016 

Plná krev 6-MMP, 

6-TG 

BEH C18 1,7 

µm, 2,1 x 50 

mm, Waters 

2*10-3 mol/l s 0,1 % 

kyselinou mravenčí (A), 

2*10-3 mol/l s 0,1 % 

kyselinou mravenčí 

v acetonitrilu, 

gradientová eluce: 3 %  

B -> 95 % B -> 3 % B 

DTT, kyselina 

sírová, 

inkubace  

95 °C po 3 

hodiny 

Zochowska, 

2016 
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2.2 KAPALINOVÁ CHROMATOGRAFIE 

2.2.1 Kapalinová chromatografie 

Kapalinová chromatografie představuje techniku umožňující separaci složek ve vzorku za 

účelem stanovení jejich přítomnosti a koncentrace (Praus, Vontorová, 2015). Pomocí 

kapalinové chromatografie se dělí skupiny netěkavých organických a anorganických 

sloučenin, které se v mobilní fázi rozpouštějí.  

2.2.2 Složení kapalinového chromatografu 

Hlavními částmi jsou zásobníky mobilní fáze, vysokotlakové čerpadlo, dávkovací zařízení, 

kolona, detektor a počítač (Obr. 5) (Praus, Vontorová, 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 5 Schéma kapalinové chromatografu, převzato a upraveno z: 

http://www.hplc.cz/Der/pcrs.htm, 8. 3. 2017 

 

 Vysokotlaké čerpadlo zachovává konstantní průtok mobilní fáze za velmi malých 

průtoků (0,1 – 10 cm3/min) a poměrně vysokých tlaků (30-50 MPa) (Churáček, 1985). 

Nejčastěji se používají membránová nebo pístová čerpadla. Před čerpadla se zařazují 

odplynovače mobilní fáze odstraňující vzduchové mikrobublinky, které by se na výstupu 

z kolony díky poklesu tlaku uvolňovaly a znemožňovaly úspěšnou separaci. V kapalinové 

chromatografii se využívá dvou modů čerpání mobilních fází: isokratický, při kterém je za 

stálého průtoku čerpána jedna mobilní fáze, a gradientový, kdy v průběhu jedné analýzy lze 

měnit složení i průtok mobilní fáze. 

http://www.hplc.cz/Der/pcrs.htm
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 Separační kolony slouží k vlastní separaci (Nováková, 2013). Kolony jsou kovové 

trubice plněné vhodným sorbentem, mezi nichž patří silikagel, chemicky vázané fáze na 

bázi silikagelu, polymerní a hybridní sorbenty, oxid hlinitý, aktivní uhlí. Rozměry kolon se 

pohybují v délce 5-30 cm s vnitřním průměrem 1-4 mm. (Churáček, 1985). Účinnost kolon 

závisí na kvalitě použitého sorbentu, na délce kolony, jejím tvaru, materiálu a na 

spojovacích součástech.  

 Mezi polární sorbenty kolon se řadí silikagel a oxid hlinitý (Praus, Vontorová, 2015). 

Díky kyselosti silně ovlivňují separaci bazických sloučenin. S polárními sorbenty se pracuje 

v systému s normálními fázemi. V tomto systému platí, že polarita mobilní fáze je menší 

než polarita stacionární fáze. Na koloně se zadržují analyty s vyšším obsahem hydrofilních 

oblastí (polární látky). Mezi nepolární sorbenty kolon patří tzv. chemicky vázané fáze, které 

vznikají chemickou modifikací silikagelu. Nepolární sorbenty využívá chromatografie na 

reverzní fázi. V tomto systému je polarita mobilní fáze větší než polarita stacionární fáze. 

Velmi často se používá technika gradientové eluce, při které se polarita mobilní fáze mění 

během separace v závislosti na čase. Na koloně se zadržují analyty s vyšším obsahem 

hydrofobních oblastí (nepolární látky). 

Jako mobilní fáze se používají organická rozpouštědla nebo různé elektrolyty 

(Praus, Vontorová, 2015).  

Detektory lze rozdělit na univerzální a selektivní (Praus, Vontorová, 2015). Mezi 

univerzální patří refraktometrický a konduktometrický detektor. Selektivními detektory jsou 

spektrofotometrický, fluorimetrický, elektrochemický nebo hmotnostní. Data z detektoru 

jsou vyhodnocována na počítači. 
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2.3 HMOTNOSTNÍ SPEKTROMETRIE 

Hmotnostní spektrometrie je analytická metoda sloužící k určování hmotnosti molekul  

a jejich částí. Metoda je založená na převedení molekul na ionty, rozlišení těchto iontů podle 

poměru hmotnosti a náboje (m/z) a detekci v hmotnostním analyzátoru (Klásek, 2013). 

 Základními částmi hmotnostního spektrometru jsou: iontový zdroj, ve kterém 

dochází k ionizaci, hmotnostní analyzátor, kde dochází k separaci směsi iontů podle 

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

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 6 Schéma hmotnostního spektrometru, převzato a upraveno z: 

http://slideplayer.cz/slide/2523025/, 20.2.2017 

2.3.1 Ionizační techniky 

Podle množství energie lze ionizační techniky dělit na tvrdé a měkké (Lee, 2003). Tvrdé 

ionizační techniky mají dodanou energii dostatečně velkou, aby z neutrální molekuly 

vytvořili ion a dále tento ion štěpily. Mezi tvrdé ionizační techniky patří elektronová ionizace 

a chemická ionizace. Měkké ionizační techniky poskytují molekulám mnohem menší 

množství energie, proto jsou ve spektrech pozorovány ionizované molekuly  

a minimum fragmentových iontů. Mezi sprejové měkké ionizační techniky se řadí ionizace 

elektrosprejem, chemická ionizace za atmosférického tlaku, ionizace termosprejem  

a fotoionizace za atmosférického tlaku. 

Ionizace elektrosprejem je měkká ionizační technika (Hoffmann, 2007). Tato 

technika umožňuje převedení iontů z roztoku do plynné fáze. V důsledku působení silného 

elektrického pole dochází k ionizaci vzorku. Elektrické pole je vyvoláno aplikací elektrického 

napětí (2-5 kV), díky čemuž dojde ke vzniku malých nabitých kapiček. Odpařováním 

rozpouštědla dochází ke zmenšování kapiček, a tím ke zvyšování hustoty povrchového 

http://slideplayer.cz/slide/2523025/
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náboje. Nastane Coulombická exploze, při které dochází k rozpadu na menší kapičky, mezi 

kterými je distribuován původní náboj až ke vzniku molekulárního iontu (Obr. 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 7 Schéma ionizace elektrosprejem, převzato a upraveno z:  

Cech N. B., Enke Ch., Practical Implications of Some Recent Studies in Electrospray 

Ionization Fundamentals. Mass Spectrometry Reviews, 2001, 24. 3. 2017 

 

2.3.2 Analyzátor 

Analyzátor odděluje ionty dle jejich m/z (Holčápek, 2016). Mezi analyzátory se řadí iontová 

past, analyzátor doby letu, orbitrap, iontová cyklotronová rezonance a kvadrupólový 

analyzátor. 

 Kvadrupólový analyzátor je nejběžněji používaným analyzátorem pro účely 

kvantitativní analýzy (Banerjee, 2012). Skládá se ze čtyř kovových tyčí rozmístěných okolo 

středu osy. Na dvě z nich je vloženo kladné napětí, na zbylé dvě záporné napětí. Ion je 

přiveden do středu osy kvadrupólu, kde dochází k jeho oscilaci. Oscilace je stabilní pouze 

pro ion s určitou hodnotou m/z, který projde kvadrupólem a dostane se až na detektor.  

Trojitý kvadrupólový analyzátor se skládá ze tří kvadrupólů řazených za sebou 

(Banerjee, 2012). První kvadrupól selektuje prekurzorové ionty. Prostřední z kvadrupólů 

slouží jako kolizní cela s kolizním plynem, který způsobí excitaci, vybraných iontů prvním 

kvadrupólem. Vzniklé fragmenty jsou analyzovány třetím kvadrupólem (Obr. 8). 
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Obr. 8 Schéma trojitého kvadrupólového analyzátoru, převzato 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 iontů je založena na základě jejich náboje nebo rychlosti (Hoffmann, 2007). 

Detektory využívají hmotnostní analyzátory s výjimkou orbitrapu a iontové cyklotronové 

rezonance, kde probíhá detekce přímo v analyzátoru. Existují dva typy detektorů: detektory 

pro přímá měření detekující elektrický proud vznikající přímým dopadem stanovovaných 

iontů a násobičové detektory využívající efekt násobení elektronů. Nejpoužívanějšími 

detektory jsou detektory na bázi elektronových násobičů.  

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.researchgate.net/publication/266890675_KVANTIFIKACE_PROTEINOVYCH_BIOMARKERU_POMOCI_HMOTNOSTNI_SPEKTROMETRIE_PRACUJICI_V_REZIMU_MONITOROVANI_VYBRANYCH_REAKCI
https://www.researchgate.net/publication/266890675_KVANTIFIKACE_PROTEINOVYCH_BIOMARKERU_POMOCI_HMOTNOSTNI_SPEKTROMETRIE_PRACUJICI_V_REZIMU_MONITOROVANI_VYBRANYCH_REAKCI
https://www.researchgate.net/publication/266890675_KVANTIFIKACE_PROTEINOVYCH_BIOMARKERU_POMOCI_HMOTNOSTNI_SPEKTROMETRIE_PRACUJICI_V_REZIMU_MONITOROVANI_VYBRANYCH_REAKCI
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3  EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 PŘÍSTROJOVÉ VYBAVENÍ A MATERIÁL 

Analytické kolony 

ACQUITY UPLC HSS T3 1,8 μm, 2,1 mm x 100 mm 

ACQUITY UPLC BEH C18 1,7 μm, 2,1 mm x 100 mm 

ACQUITY UPLC BEH Amide Column, 1,7 μm, 2,1 mm x 100 mm 

Kapalinový chromatograf ACQUITY Ultra Performance (Waters, USA)  

 PDA Detector (Waters, USA) 

 Sample manager (Waters, USA) 

 Binary Solvent Manager (Waters, USA) 

Hmotnostní spektrometr Quattro micro API Tandem Quadrupole System (Waters, USA) 

Teplotní třepačka Thermo Shaker Grant Bio (Botgal, UK) 

Výparník Caliper Life Sciences TurboVap LV (GenTech Scientific, USA) 

Systém na úpravu vody Millipore Simplicity Personal Ultrapure Water System (Cole Parmer, 

USA) 

Vortex mixér Wizard Advanced IR 30x100 (Velp Scientifica, Itálie) 

Ultrazvuk Elma Transsonic 310 (Labexchange, Německo) 

3.2 POUŽITÉ CHEMIKÁLIE 

Kyselina mravenčí (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 chloristá (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 PŘÍPRAVA ROZTOKŮ 

Byl připraven zásobní roztok adeninu, guaninu a thioguaninu. Pevné standardy látek byly 

naváženy a rozpuštěny v deionizované vodě. Výsledná koncentrace roztoku adeninu byla 

5*10-3 mol/l, guaninu a thioguaninu 1*10-2 mol/l.  

Byl připraven zásobní roztok dithiotreitolu (DTT) – 75 mg/ml rozpuštěno v 15 ml 

deionizované vody.  

Byly připraveny mobilní fáze A, B. První připravená mobilní fáze A byla složena 

z 2,5*10-3 mol/l octanu amonného s 0,1 % kyselinou mravenčí a doplněna na objem 250 ml 

deionizovanou vodou. První mobilní fáze B obsahovala 0,1 % kyselinu mravenčí smíchanou 

s acetonitrilem do 250 ml (tabulka 2). 

Následná mobilní fáze obsahovala 0,05 % kyselinu mravenčí (125 μl) doplněnou 

deionizovanou vodou na objem 250 ml. Mobilní fáze B byla složena z 0,05 % kyseliny 

mravenčí (125 μl) smíchanou s acetonitrilem do objemu 250 ml (tabulka 3). 

Další mobilní fáze A obsahovala 15*10-3 mol/l mravenčan amonný (3,75 ml kyseliny 

mravenčí, dotitrováno amoniakem) doplněný na objem 250 ml deionizovanou vodou  

a mobilní fáze B byla složena z 250 ml methanolu (Tabulka 4 a 5). 

Finální mobilní fáze A obsahovala 0,1 % kyselinu mravenčí (250 μl) doplněnou na 

objem 250 ml deionizovanou vodou. Mobilní fáze B obsahovala čistý acetonitril ve 250 ml 

láhvi (Tabulka 6).  

3.4 VZORKY DNA 

Vzorky DNA byly připraveny a poskytnuty Mgr. Annou Janošťákovou a doc. Drábkem 

z Ústavu molekulární a translační medicíny v Olomouci. DNA byla vyizolována kitem Cobas 

od firmy Roche z kontrolních CEM buněk a CEM buněk inkubovaných s 10 nebo 50 μg/ml 

6-thioguaninu. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 

4.1 OPTIMALIZACE SEPARAČNÍCH PODMÍNEK 

Za účelem optimalizace byly testovány dvě kolony s reverzními fázemi C18 (ACQUITY 

UPLC HSS T3 a ACQUITY UPLC BEH C18) a jedna kolona s polární amido fází (ACQUITY 

UPLC BEH Amide). Cílem optimalizace byla separace analytů za co nejlepšího tvaru 

chromatografických píků mimo mrtvý objem kolony při co nejkratším čase analýzy. Roztoky 

analytů používané pro účely optimalizace měli výslednou koncentraci 1*10-5 mol/l a byly 

detekovány v režimu snímání celého hmotnostního spektra („full scan“) v pozitivním 

ionizačním módu. 

Pro první testování byla vybrána Waters kolona s „high strenght silica“ (HSS) 

charakterem částic na bázi 100 % silikagelu a T3 technologií vazby C18 řetězců umožňující 

retenci k polárním látkám. Podmínky experimentu byly inspirovány dle Dervieux, 2005. 

(Tabulka 2, Obr. 9). 

Tabulka 2: Separační podmínky  

Analytická kolona ACQUITY UPLC HSS T3 1,8 μm, 2,1 mm x 100 mm 

Složení mobilní fáze A 2,5*10-3 mol/l octan amonný, 0,1 % kyselina mravenčí 

Složení mobilní fáze B 0,1 % kyselina mravenčí v acetonitrilu 

Nástřik 5 μl 

Průtok 0,4 ml/min 

Teplota 30 °C 

 

 

Obr. 9 Gradient mobilní fáze 
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Obr. 10 Iontové chromatogramy adeninu, guaninu a thioguaninu za separačních 

podmínek Tabulky 2 a gradientu Obr. 9 

 

Při tomto testování i následných modifikací gradientu nebylo dosaženo ani optimální 

separace ani vhodného tvaru píků (Obr. 10). 

Při druhém testování byl vybrán experiment, který prováděl A. de Nicoló v roce 2014 

na koloně o stejné fázi (ACQUITY UPLC HSS T3 1,8 μm, 2,1 mm x 100 mm) za podmínek 

a gradientu uvedených v tabulce 3 a obrázku 11. 

 

 

 

 

1.10-5 M in H2O, monoisotopic Mr = 167.2 (TG); gradient %B 97.5-97.5-40-97.5

Time
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00

%

0

100

0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00

%

0

100

0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00

%

0

100

160822_thioguanine_FS_08 1: Scan ES+ 
168

9.34e7

2.88

160822_guanine_FS_06 1: Scan ES+ 
152

8.84e7

1.40

160822_adenine_FS_04 1: Scan ES+ 
136

1.10e8

1.31

1.25

6-thioguanin 

guanin 

adenin 
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Tabulka 3: Separační podmínky dle A. de Nicoló, D. Agnesod, etc., 2014 

Analytická kolona ACQUITY UPLC HSS T3 1,8 μm, 2,1 mm x 100 mm 

Složení mobilní fáze A 0,05 % kyselina mravenčí ve vodě 

Složení mobilní fáze B 0,05 % kyselina mravenčí v acetonitrilu 

Nástřik 5 μl 

Průtok 0,4 ml/min 

Teplota 30 °C 

 

Obr. 11 Gradient mobilní fáze (Nicoló, 2014) 
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Obr. 12 Iontové chromatogramy, separační podmínky adeninu, guaninu a 

thioguaninu dle Nicoló (2014) 

 

Za těchto podmínek i při následujících modifikacích gradientu nebylo dosaženo 

optimálního tvaru píku adeninu a guaninu ani jejich separace od mrtvého objemu kolony 

(Obr. 12), proto bylo od použití ACQUITY UPLC HSS T3 kolony upuštěno. 

V následujícím testování byla vyměněna analytická kolona za Waters kolonu 

s částicemi s hybridním sorbentem „bridge ethyl hybrid“ (BEH) s fází C18 a byly připraveny 

nové mobilní fáze (Tabulka 4, obr. 13).  

 

 

 

 

1.10-5 M in H2O, monoisotopic Mr = 135.15 (A); gradient %B 97.5-97.5-40-97.5

Time
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00

%
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100

0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00

%

0
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0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00

%
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160823_thioguanine_FS_08 1: Scan ES+ 
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3.38e8

2.00

160823_guanine_FS_06 1: Scan ES+ 
152

1.02e8

1.20

1.18

160823_adenine_FS_05 1: Scan ES+ 
136

1.74e8

1.10

0.96

6-thioguanin 

guanin 

adenin 
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Tabulka 4: Separační podmínky analytické kolony BEH C18  

Analytická kolona ACQUITY UPLC BEH C18 1,7 μm, 2,1 mm x 100 mm 

Složení mobilní fáze A 15*10-3 mol/l mravenčan amonný, pH 4 

Složení mobilní fáze B Methanol 

Nástřik 5 μl 

Průtok 0,25 ml/min 

Teplota 40 °C 

 

Obr. 13 Gradient mobilní fáze při použití kolony BEH C18 
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Obr. 14 Iontové chromatogramy 6-thioguaninu, adeninu a guaninu na koloně BEH 

C18 za separačních podmínek (Tabulka 4, Obr. 13) 

 

V tomto experimentu se nepodařilo oddělit analyty od mrtvého objemu (Obr. 14), 

proto byly tyto podmínky opuštěny. 

Pro další testování byla vybrána analytická kolona založena na hybridním sorbentu 

„BEH“ s navázanou amido fází schopná retence velmi polárních látek. Mobilní fáze byly 

ponechány stejné jako u předchozího experimentu (Tabulka 5) a při gradientu, jak 

znázorněno na obrázku 15.  

 

 

 

 

1.10-5 M in H2O, monoisotopic Mr = 167.2 (TG); gradient %B 97.5-97.5-40-97.5

Time
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160823_adenine_FS_07 1: Scan ES+ 
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1.01

0.98

1.14

6-thioguanin 

guanin 
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Tabulka 5: Separační podmínky amidové analytické kolony  

Analytická kolona ACQUITY UPLC BEH Amide Column, 1,7 μm, 2,1 mm x 100 

mm 

Složení mobilní fáze A 15*10-3 mol/l mravenčan amonný, pH 4 

Složení mobilní fáze B Methanol 

Nástřik 5 μl 

Průtok 0,25 ml/min 

Teplota 40 °C 

 

Obr. 15 Gradient mobilní fáze amidové kolony 
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Obr. 16 Iontové chromatogramy adeninu, guaninu a thioguaninu dle separačních 

podmínek (Tabulka 5, Obr. 15) na amidové koloně 

 

V tomto systému nebylo dosaženo separace analytů od mrtvého objemu ani 

optimálního tvaru píků. Pravděpodobně díky tomu, že analyty při pH vodné mobilní fáze 

(pH 4) nejsou dostatečně nabité, aby se mohly zadržovat na polární stacionární fázi. 

V posledním experimentu k optimalizaci separačních podmínek byla ponechána 

amidová analytická kolona, ale za použití kyselé vodné mobilní fáze a acetonitrilu jako 

organické mobilní fáze (Tabulka 6).  

 

 

 

 

1.10-5 M in H2O, monoisotopic Mr = 167.2 (TG); gradient %B 97.5-97.5-40-97.5
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Tabulka 6: Nastolené separační podmínky při použití amidové kolony  

Analytická kolona ACQUITY UPLC BEH Amide Column, 1,7 μm, 2,1 mm x 100 

mm 

Složení mobilní fáze A 0,1 % kyselina mravenčí ve vodě 

Složení mobilní fáze B Acetonitril 

Nástřik 1 μl 

Průtok 0,25 ml/min 

Teplota 40 °C 

 

Za podmínek (Tabulka 6) bylo dosaženo dobré separace analytů a jejich oddělení od 

mrtvého objemu kolony za optimálního tvaru píků. Při kyselém pH jsou molekuly nukleových 

bází nabité a mohou se na polární stacionární fázi zadržovat. Profil gradientu byl 

optimalizován vzhledem k celkovému času analýzy od počátečních 90 % až po finálních 

80 % iniciálního obsahu organické mobilní fáze. Profil gradientu je znázorněn na obrázku 

17, celková doba analýzy byla 6 min. Záznam iontového chromatogramu za optimálních 

podmínek je uveden na obrázku 18. 

 

Obr. 17 Gradient mobilní fáze v závislosti na čase 
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Obr. 18 Iontové chromatogramy adeninu, guaninu a thioguaninu za použití finálních 

podmínek (Tabulka 6, Obr. 17) 

 

4.2 OPTIMALIZACE HMOTNOSTNĚ SPEKTROMETRICKÝCH PARAMETRŮ 

Za optimálních separačních podmínek (Tabulka 6, Obr. 17) byla v režimu skenování 

produktových iontů v pozitivním ionizačním módu naměřena fragmentační spektra analytů 

(Obr. 19). Pro dva nejintenzivnější fragmenty (kvantifikační a konfirmační) byly 

optimalizovány parametry: napětí na kónusu, kolizní energie a napětí na kapiláře v režimu 

sledování produktu rozpadu molekulárního iontu. Vybrány byly ty hodnoty, při kterých byla 

plocha píku analytů největší.  

1.10-5 M in 50% ACN, monoisotopic 135.13 (A), 151.13 (G), 167.03 (TG), 20%A, 0.25 ml/min, 40C
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Obr. 19 Fragmentační spektra 6-thioguaninu, adeninu a guaninu získaných 

v režimu skenu produktových iontů v pozitivním ionizačním módu s návrhem struktury 

jednotlivých fragmentů dle databáze Metlin. V modrém kroužku m/z prekurzoru, 

v červeném kroužku m/z kvantifikačního fragmentu a v zeleném kroužku m/z 

konfirmačního fragmentu. 
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4.2.1 Optimalizace napětí na kónusu 

Napětí na kónusu bylo optimalizováno pro adenin, guanin a 6-thioguanin při hodnotách 

10 – 14 – 18 – 20 – 24 – 28 – 30 – 34 – 38 – 40 – 45 (V). 

 

Obr. 20 Optimalizace napětí na kónusu adeninu Q a K1 

 

 

Obr. 21 Optimalizace napětí na kónusu guaninu Q a K1 
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Obr. 22 Optimalizace napětí na kónusu thioguaninu Q a K1 

 

4.2.2 Optimalizace kolizní energie 

Optimalizace parametru kolizní energie probíhala v rozmezí hodnot 10 – 14 – 18 – 20 – 22 

– 24 – 26 – 28 – 30 – 32 – 34 – 36 – 38 – 40 (eV). 

 

Obr. 23 Optimalizace kolizní energie adeninu Q a K1 
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Obr. 24 Optimalizace kolizní energie guaninu Q a K1 

 

 

Obr. 25 Optimalizace kolizní energie thioguaninu Q a K1 

 

4.2.3 Optimalizace napětí na kapiláře 

Optimalizace napětí na kapiláře probíhala v rozmezí hodnot 0,5 – 1 – 1,5 – 2 – 2,5 – 3 – 

3,5 – 4 – 4,5 (kV). 
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Obr. 26 Optimalizace napětí na kapiláře adeninu Q a K1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 27 Optimalizace napětí na kapiláře guaninu Q a K1 
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Obr. 28 Optimalizace napětí na kapiláře thioguaninu Q a K1 

 

4.2.4 Výsledky hmotnostně spektrometrické optimalizace 

 

Tabulka 7: Optimalizované hodnoty hmotnostně spektrometrických parametrů pro 

jednotlivé přechody analytů (kvantifikační – Q, a konfirmační – K) 

 

  Napětí na kónusu [V] Kolizní energie 

[eV] 

Napětí na kapiláře 

[kV] 

Q 

Adenin 34 20 

1 

Guanin 34 18 

Thioguanin 38 18 

K 

Adenin 34 18 

Guanin 30 18 

Thioguanin 34 20 

 

Po provedení experimentů pro optimalizaci MS parametrů byly vybrány hodnoty 

napětí na kónusu (dle Obr. 20, 21, 22) a hodnota kolizních energií (dle Obr. 23, 24, 25) 

sumarizováno v Tabulce 7. Hodnota napětí na kapiláře byla zvolena kompromisní, 1 kV.  
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4.3 OPTIMALIZACE ÚPRAVY VZORKU DNA 

Vzorky DNA (z CEM buněk inkubovaných s 6-TG) byly analyzovány na koloně s amido fází 

ACQUITY UPLC BEH Amide 1,7 μm, 2,1 mm x 100 mm. Mobilní fáze byla složena z 0,1 % 

kyseliny mravenčí a acetonitrilu. Pro hmotnostně spektrometrický parametr napětí na 

kónusu byla vybrána hodnota 34 V, pro kolizní energii 18 eV. Hodnota napětí na kapiláře 

byla zvolena jako 1 kV. Vzorky DNA byly ředěny v 70 % acetonitrilu. Tento poměr byl vybrán 

z důvodu největší plochy píků analytů. 

4.3.1 Hydrolýza DNA kyselinou chloristou 

Podmínky hydrolýzy DNA kyselinou chloristou byly převzaty z publikace Hawwa 2009. Do 

mikrozkumavky bylo smícháno 80 μl izolované DNA (z CEM buněk inkubovaných s 50 

μg/ml 6-TG o koncentraci DNA 210 ng/μl), 100 μl dithiotreitolu (DTT, 75 mg/ml) 50 μl vody 

a 50 μl kyseliny chloristé (HClO4, 700 ml/l). Dithiotreitol byl přidán z důvodu ochrany 

thiolových skupin. Vzorek blanku byl připraven obdobně s tím rozdílem, že místo vzorku 

DNA byla do mikrozkumavky přidána deionizovaná voda. Připravené vzorky 

v mikrozkumavkách byly zahřívány po dobu 60 minut při 100 °C na termobloku. Následně 

byl odebrán 1 µl vzorku i blanku a nastříknut na kolonu (záznamy neukázány). V záznamu 

však nebyl signál ani jednoho analytu, proto byly vzorky částečně odpařeny pomocí 

dusíkové odparky, rozředěny v 70 % acetonitrilu a 10 µl bylo nastříknuto na kolonu (Obr. 

29). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



39 
 

Vzorek DNA Blank 

  

Obr. 29 Iontový chromatogram vzorku DNA (izolované z CEM buněk inkubovaných 

s 50 µg/ml 6-TG, koncentraci DNA 210 ng/μl) a blanku po hydrolýze kyselinou 

chloristou, nástřik 10 µl 

 

V záznamu částečně odpařené matrice vzorku DNA opět nebyl signál analytů  

(Obr. 29), což by mohlo být důsledkem: (1.) silné iontové suprese analytů vysoce 

koncentrovanou matricí vzorku, (2.) nízké koncentrace nukleových bází ve vzorku 

hydrolyzované DNA (2.).  

Vliv iontové suprese – ředění matrice s kyselinou chloristou 

Za účelem zjištění vlivu iontové suprese byla matrice vzorku (DTT, HClO4, 

deionizovaná voda) naředěna 10x, 100x, 1000x a 10000x 70 % acetonitrilem a byly do ní 

přidány analyty adenin, guanin a thioguanin tak, aby jejich koncentrace byla 1*10-5 mol/l. 

Výsledné iontové chromatogramy jsou znázorněny na Obr. 30. 

 

 

20 uL po odparovani

Time
-0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00

%

0

100

-0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00
%

0

100

-0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00

%

0

100

160930_Sample prep_1step_blank_10uL 1: MRM of 1 Channel ES+ 
168 > 151.1 (thioguanine-Q)

115

1.72

2.21
1.86 2.19

2.26

160930_Sample prep_1step_blank_10uL 2: MRM of 1 Channel ES+ 
136.1 > 118.8 (adenine-Q)
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345

2.65

2.422.33 2.91

3.03

UMTM sample CEM + 6-TG 50ug (1) 19.3.2014, 20 uL po odporovani

Time
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00

%

0

100

0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00

%

0

100

0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00

%

0

100

160930_Samp prep_1step_vzorek-DNA50ug 6-TG_10ul 1: MRM of 1 Channel ES+ 
168 > 151.1 (thioguanine-Q)

44

2.24

2.18

2.15

1.88

1.80

1.77

2.27

160930_Samp prep_1step_vzorek-DNA50ug 6-TG_10ul 2: MRM of 1 Channel ES+ 
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6-thioguanin Adenin Guanin 

   

 

Obr. 30 Iontový chromatogram matrice vzorku (dithiotreitol, kyselina chloristá) 

ředěné 0x, 10x, 100x, 1000x a 10000x, naspikované 6-TG, adeninem a guaninem o 

výsledné koncentraci 1*10-5 mol/l všech analytů, nástřik 10 µl 

 

Vliv iontové suprese – ředění vzorku DNA 

Z Obr. 30 je vidět silný vliv matrice vzorku, který mizí až po mnohonásobném ředění, 

ideálně 10000x. Ředění 100x, 1000x a 10000x bylo aplikováno na vzorek DNA z CEM 

buněk inkubovaných s 50 µg/ml 6-TG (koncentrace DNA 210 ng/µl) hydrolyzovaným dle 

podmínek Hawwa 2009 (Obr. 31). 
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6-thioguanin adenin Guanin 

   

 

Obr. 31 Iontový chromatogram vzorku DNA (izolované z CEM buněk inkubovaných 

s 50 µg/ml 6-TG, koncentraci DNA 210 ng/μl) naředěného 100x, 1000x a 10000x, 

nástřik 10µl 

 

Ze záznamu je vidět, že ředěním vzorku klesá iontová suprese, ale zároveň se ředí 

koncentrace analytů ve vzorku, které se takto mohou pohybovat na limitu detekce, či se stát 

nedetekovatelnými (Obr. 31).  

 

4.3.2 Hydrolýza kyselinou mravenčí 

Kvůli silné iontové supresi matricí vzorku s kyselinou chloristou byla vybrána těkavější 

kyselina mravenčí jako hydrolytické činidlo. Vzorky byly připraveny stejně jako 

v předchozím experimentu pouze s rozdílem kyseliny: 80 µl vzorku DNA izolovaného 

z CEM buněk inkubovaných s 50 µg/ml 6-TG, koncentrace DNA 210 ng/μl, 100 µl DTT  

(75 mg/ml), 50 µl vody a 50 µl HCOOH.  Vzorky byly zahřívány na termobloku po dobu 60 

minut při 100 °C. Po 60 minutách byly vzorky odstraněny, naředěny 100x (příprava 1)  

a 1000x (příprava 2) nebo odpařeny a rozředěny (příprava 3) (Tabulka 8). 10 µl každého 

vzorku každé přípravy bylo nastříknuto na kolonu (Obr. 32). 
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Tabulka 8: Příprava vzorků pro nástřik na kolonu 

Příprava 1 Příprava 2 Příprava 3 

1 μl vzorku do 100 μl 70 % 

acetonitrilu s vodou 

1 μl vzorku do 1000 μl 70 % 

acetonitrilu s vodou 

vzorek odpařen, rozpuštěn 

v 70 % acetonitrilu s vodou 

 

6-thioguanin adenin guanin 

 

 

 

 

Obr. 32 Iontový chromatogram vzorku DNA izolovaného z CEM buněk 

inkubovaných s 50 µg/ml 6-TG o koncnetraci DNA 171 ng/µl hydrolyzovaného 

kyselinou mravenčí a naředěného 100x (1) a 1000x (2) či odpařeného a rozředěného 

ve 100 µl 70 % acetonitrilu s vodou (3), nástřik 10 µl 

 

 

Obr. 33 Závislost způsoby přípravy vzorku na ploše píku  
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 Hydrolýza vzorků DNA kyselinou mravenčí poskytla signál analytů u všech 

způsobů přípravy vzorku (příprava 1-3) (Obr. 32), odpovídající plochy píků jsou uvedeny 

v Obr. 33. Přípravou 1 a 2 byla zkoumána případná iontová suprese matrice vzorku, která 

se nepotvrdila, jelikož plochy píků analytů byly nižší u zředěného vzorku  

(Obr. 33, příprava 2). Odpařením matrice vzorku a následné rozředění ve 100 µl 70 % 

acetonitrilu vedlo k zakoncentrování analytů (Obr. 33, příprava 3). 

4.3.3 Optimalizace času hydrolýzy DNA 

V posledním kroku byla optimalizována doba potřebná k hydrolýze DNA na jednotlivé 

nukleové báze. Za tímto účelem byl připraven vzorek DNA získaný z CEM buněk 

inkubovaných s 10 µg/ml 6-TG o koncentraci DNA 195 ng/µl a byl hydrolyzován za 

podmínek: 50 µl vzorku DNA, 25 µl DTT (75 mg/ml), 200 µl HCOOH (98 %) a blank (místo 

DNA přidáno 50 µl vody). Vzorek DNA i blank byly vloženy do termobloku při 100 °C  

a v časovém intervalu 0 – 10 – 30 – 60 – 90 – 120 – 150 – 180 – 210 minut byl 1 µl odebrán, 

100x naředěn 70 % acetonitrilem a následně bylo 10 µl nastříknuto na kolonu. 

 

Obr. 34 Vliv doby hydrolýzy kyselinou mravenčí na plochu píku 6-thioguaninu, 

adeninu, guaninu ve vzorku DNA (inkubace s 10 μg/ml 6-TG o koncentraci DNA  

195 ng/μl) 

 

 Z Obr. 34 je patrné, že k hydrolýze dochází již během 1 hodiny inkubace 

s kyselinou mravenčí. Pokles ploch píků analytů ve 30. a 60. minutě mohl být způsobený 

chybou v odebrání a následném ředění vzorku k analýze. 
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5 ZÁVĚR 

Byla vyvinuta citlivá metoda pro stanovení 6-thioguaninu ve vzorcích izolované DNA. 

V rámci vývoje metody byly také optimalizovány podmínky pro stanovení adeninu a guaninu 

jako kontroly hydrolýzy DNA.  

Během optimalizace chromatografických podmínek byly testovány separace v módu 

reverzní chromatografie na C18 kolonách (ACQUITY UPLC HSS T3 a ACQUITY UPLC 

BEH C18) a hydrofilní interakční kapalinové chromatografie na koloně s amido fází 

(ACQUITY UPLC BEH Amide). Optimální separace analytů proběhla na koloně ACQUITY 

UPLC BEH Amide (1,7 μm, 2,1 mm x 100 mm) s mobilní fází složené z 0,1 % kyseliny 

mravenčí a acetonitrilu. 

 Po optimalizaci separačních parametrů bylo nutné optimalizovat hmotnostně 

spektrometrické parametry (napětí na konusu, kolizní energie a napětí na kapiláře) pro dva 

nejintenzivnější fragmenty v režimu sledování produktu rozpadu molekulárního iontu. 

Dále byla optimalizována příprava vzorku izolované DNA nejdříve za použití kyseliny 

chloristé následně pak kyseliny mravenčí. Z důvodu silné iontové suprese při použití 

kyseliny chloristé byla jako vhodné hydrolyzační činidlo vybrána kyselina mravenčí za 

podmínek: 50 μl vzorku DNA, 25 μl DTT (75 mg/ml), 200 μl HCOOH (98 %). Za těchto 

podmínek a zahřívání na termobloku při 100 °C proběhla hydrolýza do 1 hodiny. 

Metoda může sloužit pro sledování stupně inkorporace 6-thioguaninu do DNA 

pacientů léčených merkaptopuriny. 
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