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Abstrakt

V této diplomové praci byly optimalizovany chromatografické podminky pro
HPLC analyzu ribonukleotidi AMP, ADP a ATP. Pro separaci byla vyuzita
chromatografickd kolona Nucleogel SAX 1000-8, 50 x 4,6 mm, od némecké firmy
Marcherey-Nagel. Mobilni fazi tvofil roztok KH>PO4 o koncentraci 0,2 mol/L, jehoz pH
bylo upraveno 1mol/L hydroxidem draselnym na hodnotu pH = 5,00. Jako nejvhodnéjsi
pratokova rychlost byl zvolen 1,0 mL/min. Analyza probihala s vyuzitim isokratické
eluce. Detekce byla provedena DAD detektorem pii vinové délce A = 260 nm. Latky
byly eluovany vporadi AMP (t=0,911 min), ADP (t=1,667 min) a ATP
(t:= 7,262 min). Celkova doba analyzy smési standardil, za vySe zminénych podminek,
trvala 10 minut.

Pro extrakci adenosin-5’-ribonukloetidi z redlné matrice byly pouzity mrazené
a lyofilizované listy tabaku virginského (Nicotiana tabacum L.). Byly vyuzity dvé
metody extrakce. Prvni postup byl zalozen na extrakci AMP, ADP a ATP z listt
rostliny tabdku vafici deionisovanou vodou. Druhd metoda vyuzivala k extrakci, misto

deionisované vody, 0,07mol/L HC1Os.

Kli¢ova slova: HPLC, adenosinové ribonukleotidy, AMP, ADP, ATP, tabak virginsky



Abstract

In this thesis chromatographic conditions for the HPLC analysis of
ribonucleotides AMP, ADP and ATP were optimized. For their separation
chromatographic column, Nucleogel SAX 1000-8, 50 x 4,6 mm, from the German
company Marcherey-Nagel was used. The mobile phase of a 0,2 mol/L solution of
KH>POs, its pH was adjusted with 1mol/L with potassium hydroxide to pH = 5,00. As
the most suitable flow rate was selected 1,0 mL/min. The analysis was conducted using
an isocratic elution. Detection was conducted by a DAD detector at a wavelength of
A =260 nm. Substances were eluted in the following order AMP (t,= 0,911 min), ADP
(t:=1,667 min) and ATP (t;=7,262 min). The total analysis time of the mixture of
standards, under the conditions mentioned above, lasted for 10 minutes.

For the extraction of adenosine-5-ribonucloetides the real matrix frozen and
lyophilized leaves of tobacco virginia (Nicotiana tabacum L.) have been used. Two
methods of extraction were applied. The first procedure was based on the extraction of
AMP, ADP and ATP from the leaves of the tobacco plant by boiling deionized water. In
the second method 0,07 mol/L HCIO4 for the extraction instead of deionized water was

used.

Keywords: HPLC, adenosine ribonucleotides, AMP, ADP, ATP, tobacco virginia
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Seznam zkratek

°C stupné Celsia, jednotka teploty
uL mikrolitr, jednotka objemu

pm mikrometr, jednotka miry

A Absorbance

ABA Kyselina abscisova

ADP Adenosindifosfat

AMP Adenosinmonofosfat

ATP Adenosintrifosfat

AU absorp¢ni jednotka

c molarni koncentrace [mol/L]
cAMP Cyklicky adenosinmonofosfat
cGMP Cyklicky guanosinmonofosfat
cm centimetr, jednotka miry

DAD detektor diodového pole

DNA Deoxyribonukleové kyselina
FAD Flavinadenindinukleotid

g gram, jednotka vahy

GA Kyselina giberelova

GMP Guanosinmonofosfat

GTP Guanosintrifosfat

HPLC vysokou¢innd kapalinova chromatografie
IEC iontoveé vyménna chromatografie
1 tloustka absorb¢ni vrstvy [cm]
LOD mez detekce

LOQ mez stanovitelonsti

m/z pomér molekulové hmotnosti a ndbojového ¢isla
MF mobilni faze

mg miligram, jednotka vahy

mm milimetr, jednotka miry



MPa
NAD
nm
NMR
PDA
pH

pKa

psi

RNA
RP-HPLC
SF

tr

UHPLC
UPLC
UV/VIS

megapascal, jednotka tlaku
Nikotinamidadenindinukleotid

nanometr, jednotka miry

spektroskopie nuklearni magnetické resonance
druh detektoru diodového pole

zaporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych
iontil

logaritmicky tvar disocia¢ni konstanty kyseliny
jednotka tlaku, 1 psi =6 894,8 Pa

Ribonukleova kyselina

Reverse phase HPLC (HPLC s obracenymi fazemi)
stacionarni faze

reten¢ni ¢as [min]

ultravysokoucinnd kapalinova chromatografie
ultravysokotlaké kapalinova chromatografie
ultrafialovo-viditelna oblast svétla

molarni absorp¢ni koefient [L/cm-mol]



1 Uvod

Nukleotidy jsou nedilnou soucasti kazdého zivého organismu (v podobé
DNA/RNA). Skladaji se ze sacharidové skupiny (ribozy/deoxyribdzy), dusikaté baze
a zbytku kyseliny fosfore¢né. Dusikaté baze se d€li na purinové, molekuldrni struktura
sdvéma kruhy (thymin, uracil a cytosin), a pyrimidinové, molekuldrni struktura
s jednim kruhem (adenin a guanin). Podle poctu navazanych zbytkl kyseliny fosfore¢né
rozliSujeme mono-, di- a tri- fosfaty. Pfedmétem zajmu této prace jsou adenosinové
ribonukleotidy: adenosinmonofosfat AMP, adenosindifosfdit ADP a adenosintrifosfat
ATP. Podle jejich intracelularni koncentrace lze zjistit aktualni energeticky/metabolicky
stav organismu (rostlin 1 Zivo€ichi) [1 —4].

Vysokou¢innd kapalinovd chromatografie (HPLC, High Performance Liquid
Chromatography) se vyuziva k separaci, identifikaci a zjisténi obsahu obsahu Siroké
Skaly latek ve vzorku. K separaci dochazi v separacni koloné pii vysokém tlaku. Ta
obsahuje dvé nemisitelné faze, stacionarni a mobilni. Principem separace je rozdilna
afinita analytu ke staciondrni a mobilni fazi, dochdzi k rovnovazné distribuci
(rozpustnosti, adsorpci, iontové vymeéné, bioafinité) analytu mezi obé faze. Slozky
opoustéji kolonu v riznou dobu, v poradi podle toho, jak jsou v kolon¢ zadrzovany.
Nasledné vstupuji do detektoru, ktery vyhodnocuje zmény ve slozeni mobilni faze
métenim fyzikdlnich a chemickych veli¢in. Velmi €asto se vyuziva spektrofotometricky
detektor. HPLC umoziiuje analyzovat s vysokou citlivosti témét veskeré organické
latky. V soucasnosti se jedna o jednu z hlavnich analytickych metod, ktera se vyuziva
nejen v oblasti vyzkumu, ale 1 vyvoje [5 — 7].

V této diplomové praci byly nejprve optimalizovany podminky pro separaci
a identifikaci adenosinovych ribonukleotidi (AMP, ADP a ATP), metodou iontove
vyménné HPLC. Cilem bylo v co nejkrat§im moZzném c¢ase dosdhnout nejlepSiho
chromatografického rozliseni vSech 3 nukleotidd. DalSim tikolem bylo nalezeni vhodné
extrakéni techniky pro stanoveni téchto latek v rostlinné matrici (listy tabaku

virginského).
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2 Teoreticka cast

2.1 Studované latky
2.1.1 Nukleotidy

Kazda buiika v téle obsahuje fadu biomolekul. Jedna se o organické slouceniny,
které se podileji na stavbé bunky a jejim spravném fungovani. Mezi tyto molekuly patii
nukleotidy, které jsou slozkou deoxyribonukleové kyseliny neboli DNA a ribonukleové
kyseliny neboli RNA. Jedna se o podjednotku, ktera je spojena do dlouhého fetézce
(je polymerizovana) za ucelem tvorby nukleovych kyselin. Skladd se ze tfi menSich
slozek: ribozového cukru, dusikaté baze a zbytku kyseliny fosforecné. Nukleotidy
pomahaji uchovat genetickou informaci, kterd je poté nezbytna pti tvorbé genti. Dale
také pomadhaji pfi tvorbé bilkovin nezbytnych pro vyvoj bunék a jejich zdravi.
Nukleotidy patii mezi slozky, které naSe t€lo umi extrahovat z potravy; do buné€k jsou
odesilany v prubéhu travictho procesu. V ramci probihajicich studii o ptivodu
a funkcich nukleotid védci zjistili, Ze nékteré z nukleotidi vznikly patrné spontanné,
kdyz se zivot vytvéarel v prehistorickych dobach [1, 2].

Jednim z klicovych chemickych rozdili mezi DNA a RNA je, ze RNA obsahuje
sacharid ve form¢ ribdzy, ale v DNA je obsazen sacharid ve formé¢ deoxyribozy, z niz
byl odstranén kyslik. Deoxyrib6za obsahuje 5 atoml uhliku. Podle konvence jsou
uhliky na tomto cukru oznaceny 1'az 5'.

Nukleotidy dale obsahuji jednu, dvé nebo tfi fosfatové skupiny. Tyto kombinace
jsou oznacovany jako monofosfaty, difosfaty &1 trifosfaty aje mozZné, aby byly
piipojeny ke kterékoliv volné OH skupiné sacharidu. U ribonukleotidii (nukleotidy
obsahujici ribézu) jsou to pozice 2°, 3"a5 au deoxyribonukleotidi (nukleotidy
s deoxyribozou) jsou to uhliky na 3"a 5" pozici. Mozné je také uspotfadani, které
neobsahuje zddnou fosfatovou skupinu. Tato sloucenina se neoznacuje jako nukleotid,
ale jako nukleosid a tvoti ho pouze baze a molekula cukru [1 —4].

Dusikaté baze, které tvofi DNA a RNA, obsahuji minimaln¢ dva atomy dusiku.
K deoxyribdze (i ribéze) jsou piipojeny k jejimu 1' uhliku. DNA (i RNA) obsahuje ¢tyii
rizné baze, které 1ze rozdélit do dvou tfid: pyrimidiny (cytosin (C), thymin (T) a uracil

(U)) a puriny (adenin (A) a guanin (G)). Puriny obsahuji molekularni strukturu s dvéma
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kruhy, kterd je navazana na molekulu sacharidu, zatimco pyrimidinové nukleotidy
obsahuji strukturu pouze s jednim kruhem. DNA obsahuje dva puriny (adenin a guanin)
adva pyrimidiny (thymin a cytosin). RNA obsahuje nukleotidy adenin, guanin
a cytosin, na mist¢ thyminu se nachdzi pyrimidinovy uracil. Po navazani baze na
molekuly cukru se nepatrné zméni 1 jeji nazev, napiiklad z adeninu se stava adenosin,
z guaninu se stava guanosin apod. Nukleotidy jsou pojmenovany pomoci tfipismennych
zkratek. Ty pochazeji zndzvu kombinace baze, pifipadné cukru atypu fosfatové
skupiny, ktera je k nému pfipojena (ATP — adenosintrifosfat). Mezi nukleotidy fadime
jak nukleosidové estery kyseliny fosforecné, difosforecné Ci trifosforecné (napt. GMP,
ADP, GTP) tak i cyklické 3,5 -fosfodiestery ((CAMP, cGMP) [1 — 4, §].

Spojenim mezi molekulou cukru jednoho nukleotidu a fosfatovou skupinou
druhé molekuly vznika nukleova kyselina. Kazdé spojeni mezi nukleotidy je kovalentni
vazba. Kombinaci nukleovych kyselin vznika DNA a RNA. DNA i RNA jsou soucasti
chromozomi, které piendSeji genetickou informaci do nové vznikajicich dcefinych
bun¢k [1, 2].

Organizmy dokazou ziskat nukleotidy dvéma zptsoby. Neékteré z nich jsou
vyrobeny télem ajsou znamé jako endogenni nukleotidy. Jiné jsou absorbovany
z potravy ajsou nazyvany exogennimi nukleotidy. K vytvofeni DNA jsou potiebné
vSechny tyto nukleotidy, je nezbytné, aby kazdy Zivy organismus (v€etné lidi) pfijimal
rizné zdroje potravin, které poskytuji nukleotidy se vSemi péti dusikatymi bazemi.
Jestlize dojde k nedostatecnému piijmu nukleotidd, nemize DNA ani RNA spravné
fungovat. Napiiklad DNA by nebyla schopna fadné kontrolovat funkci bunék a RNA by
nedokazala pomoci bunikdm vytvatet proteiny. To by mohlo zplsobit poskozeni bun¢k
a tkani, které tyto buiiky tvofi, a nasledné zpiisobit vazné zdravotni potize [1].

Jak jiz bylo zminéno, nukleotidy maji v buitkach n€kolik podstatnych funkeci.
Zde jsou piehledn€ vyjmenovany a doplnény jesté o nékteré dalsi [3, 9]:

a) jedna se o monomerni jednotky nukleovych kyselin;

b) jsou prekurzory DNA a RNA;

c) v signalnich kaskadach zastavaji funkce druhych posli (cAMP a cGMP)
d) klicové molekuly energetického metabolismu (pfedevsim ATP);

e) adeninové nukleotidy jsou soucasti fady kofaktori enzymt (napt. NAD,

FAD, koenzym A);
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f) metabolické regulétory:

e cAMP je prostfednikem hormonalnich Gc¢inkt

e fosforylace proteinu zéavisla na ATP — aktivuje fosforylazu a inaktivuje

glykogen syntdzu

e alostericky

a inaktivovana AMP

regulator

2.1.2 Adenosinové nukleotidy

glykogen fosforyldza aktivovana ATP

Adenosinové ribonukleotidy je souhrnny nazev pro ATP, ADP, AMP a cAMP.

Vazbou cukru ribézy na adenin vznika ribonukleosid a jeho fosforylované formy jsou

oznacovany jako adenosinfosfaty (obr. 1). Adenosinfosfaty slouzi mimo jiné ijako

efektory aktivity regula¢nich enzymut, kdy ATP je inhibitorem katabolickych drah

(predevsim citratového cyklu a glykolyzy) a ADP s AMP tyto drahy naopak aktivuji.

Energeticky stav builkky lze vyjadfit tzv. energetickym ndbojem, jenz se pocita

z aktudlnich intracelularnich koncentraci ATP, ADP a AMP, aproto je vyznam

adenosinfosfatd pro energetické poméry zasadni [3].

o
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Obr. 1 Struktura adenosinfosfatti: AMP, ADP a ATP [3]

Adenin patfi mezi purinové baze.

Purin je heterocyklicka, bicyklicka,

aromatické dusikata sloucenina s péti¢lennym imidazolovym kruhem, ktery je pfipojen

na SestiClenny pyrimidinovy kruh (viz obr. 2). Puriny patii mezi jedny z nejvice
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rozSitenych heterocyklickych sloucenin. V Zivém systému neni pravdépodobné
biochemicka reakce, ktera do jist¢ miry nezahrnuje derivaty ¢i substituenty purinu.
Naptiklad jsou soucasti nukleovych kyselin v RNA ¢i DNA ataké jsou soucasti

energetickych kofaktorti (ATP, GTP). Podstatnou tlohu maji naptiklad pti glykolyze ¢i

G N?
1N _____-o-""
N
=N

Obr. 2 Struktura purinu [3]

citratovém cyklu [3, 10, 11].

Adenosinové ribonukleotidy obsahuji nékolik fosfatovych skupin. Jedna se tedy
o latky vysoce polarni, nestabilni a s podobnou strukturou. Urceni jejich koncentrace
poskytuje vyznamné informace pro pochopeni bunécného energetického metabolismu,
aproto je velmi podstatné nalezeni vhodné metody k jejich stanoveni. Nejbéznéji
pouzivanou separa¢ni technikou pro stanoveni téchto latek je vysokoucinna kapalinova

chromatografie (HPLC) [9 — 12].

2.1.2.1 Adenosinmonofosfat (AMP)

Adenosin 5'-monofosfat (AMP), jehoz struktura je uvedena na obr. 3, je zndmy
také pod nazvem S5'-adenylovad kyselina. Jedna se o ester kyseliny fosforecné
a nukleosidu adenosinu. AMP je endogenni purinovy nukleotid, ktery je jednou ze
strukturnich slozek DNA ¢i RNA. Sklada se z jedné fosfatové skupiny, sacharidu ribozy
a dusikaté baze adeninu. Lze ho nalézt ve vSech Zivych organizmech, jelikoZ je soucésti
energetického metabolismu [13, 14].

Adenosinmonofosfat (AMP) vznikd sekvencni hydrolyzou extracelularniho
adenosintrifosfatu (ATP) a adenosindifosfatu (ADP). AMP je déle hydrolyzovan cAMP
diesterazou na adenosin, ktery je poté rychle metabolizovan a nasledné je vyloucen
z obéhu. Jedna se o jeden z aktivatorti katabolickych procest, které dopliuji hladinu

ATP, protoze jeho koncentrace v buiikach roste pii energetickém vycerpani [3, 15].

14



Obr. 3 Struktura AMP [16]

2.1.2.2 Adenosindifosfat (ADP)

Adeninovy nukleotid ADP obsahuje nukleovou bazi adenin, sacharid ribozu
a dvé fosfatové skupiny v 5' poloze, jak je vidét na obr. 4. Adenosindifostat patii spolu
s adenosinmonofosfatem (AMP) a adenosintrifosfatem (ATP) mezi jedny ze zédkladnich
bunéénych energetickych metabolitil, které se podili na systému ptfenost energie pii
metabolickych déjich. Pii metabolickych reakcich diky jedné makroergické vazbé,
kterou obsahuje, muize energii uvoliovat nebo naopak muze dosdhnout inové
makroergické vazby s dal$im fosfitem. Mimo jiné se v prvni fazi procesu zastavy
krvaceni podili na tvorbé destickového trombu. Nejvétsi ¢ast ho vznika defosforylaci
ATP diky enzymu ATPaza a také fosforylaci AMP (enzymem adenylatkindzou). Diky
jeho fosforylaci (substratové ¢i membranové) vznikd ATP. Dale se ADP na ATP méni
naptiklad pfi fotosyntéze (pomoci slunecni energie) nebo pii bunécné respiraci (pomoci

energie ziskané rozkladem glukézy) [17 — 19].

Obr. 4 Struktura ADP [16]
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2.1.2.3 Adenosintrifosfat (ATP)

Adenosin-5'-trifosfat (viz obr. 5) je multifunkéni nukleotid, ktery obsahuje tfi
negativné nabité fosfatové skupiny (zbytky od kyseliny fosfore¢né) navdzané na ribézu
a dusikatou bazi adenin. Tyto tfi fosfaty jsou propojeny vzajemné a zaroveil jsou
k riboze ptipojeny fosfodiesterovou vazbou. Ve vsech téchto vazbach se udrzuje energie
této molekuly [3, 20 — 24].

ATP ma nékolik dilezitych roli v biologickych procesech. Je obecné znamy
jako substrat primarni energie v zivych organismech a signalizaéni molekula, ktera
koordinuje odpoveédi na energeticky stav, ¢astecné se podili na modulaci iontovych
kanali ataké na aktivaci signalizacni kaskady. Kromé jeho uloh v energetickém
metabolismu a signalizaci je ATP zaclefiovan do nukleovych kyselin polymerazami
v procesech DNA, replikaci a transkripci [3, 20 — 24].

ATP je také pouzivan jako indikator Zivotaschopnosti a poskozeni bunék. Jeho
mnozstvi je spojeno s fadou nemoci, jako je naptiklad hypoxie, bunécné poskozeni,
apoptdza, kardiovaskularni onemocnéni, Alzheimerova choroba, nékteré ze zhoubnych
nadord, Parkinsonova choroba a hypoglykemie. Proto se zajisténi spolehlivych,
citlivych a selektivnich analytickych metod ATP stava naléhavym tkolem jak v klinické
diagnostice, tak 1pro 1écbu riznych onemocnéni. Doposud byly pro zjisténi obsahu
ATP vyvinuty rtuzné metody napiiklad: HPLC, NMR spektroskopie, kapilarni
elektroforéza a optické snimani na bazi aptameru [3, 20 — 24].

Jak jiz bylo zminéno, ATP je vyznamnou latkou, ktera zajiStuje jak skladovani,
tak 1 pfenos chemické volné energie v burice. Jeho §tépenim (nejcastéji transferazami,
hydroldzami a ligdzami) vznikd ADP nebo AMP. Uvolnénd energie se vloZi do nové
vznikajicich kovalentnich vazeb nebo se vyuzije pro pohyb ¢i aktivni transport. Diky
enzymu adenylatcykldza vznikne St€penim z ATP cyklicky AMP (cAMP). Aby doslo
k syntéze ATP z ADP, musi dochézet k procesim substraitové nebo membranové

fosforylace [3, 20 — 24].
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Obr. 5 Struktura ATP [16]

2.2 Rostlinna matrice

V této diplomové praci poslouzil tabak virginsky jako rostlinnd matrice, ze které

byly extrahovany studované adenosinové ribonukleotidy.

2.2.1 Historie tabaku

Uz staré indianské civilizace prosluly v Americe, kolébce tabaku, jeho koufenim
pfi riiznych ritudlnich obfadech. Domorodci vdechovali aromaticky kout z vlastnoru¢né
vyrobenych kornoutll z palmovych listd, které naplnili suchymi tabdkovymi listy.
Kornout nejprve na jedné stran¢ zapalili a poté na druhé strané¢ sali dym, jenz
vydechovali nosem a sty [25, 26].

Kdyz Krystof Kolumbus objevil vroce 1492 Ameriku, pfivezl ndam mimo
ostatnich objevi 1tabdk aspolecné snim ikoufeni. To se velice rychle rozmohlo.
O rozsifeni této byliny po celé Francii se zaslouzila pfedev§im Katefina Medicejska.
Tabak byl §védskym ptirodovédcem Karlem Linné (zakladatel systematické botaniky,
jak ji zname dnes) pojmenovdn Nicotiana na pocest Jeana Nicota, ktery byl
francouzskym vyslancem u portugalského dvora [25, 26].

Tabaku byly pfisuzovany nejriznéjsi 1éCivé ucinky. A pravé o nich se chtél
v 16. stoleti presvédcit jiz zminovany Francouz Jean Nicot, jenz ho z tohoto divodu
zacal péstovat [25, 26].

Nékolik let poté, co se tabak dostal v roce 1605 prostfednictvim obchodnich cest
z Turecka do Ruska, vydal rusky car ptisny zdkaz koufeni tabaku. Za jeho poruseni byly
vyndSeny velmi pfisné tresty. Ipfes nejriznéj$i snahy o potlateni koufeni, které

probihaly po celé Evropé, se ho nepodatilo vymytit. V 17. stoleti se rozsifilo po celé
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Evropé. V nasi zemi se poprvé ujalo za vlady Rudolfa II. a rozsitilo se béhem tficetileté
valky [25, 26].

Uzivani tabaku proslo béhem let n€kolika fazemi. Od vdechovéni tabdkového
koute, zvykani, Siupani, az po koufeni dymky nakonec vyvrcholilo v roce

1881 vynalezenim stroje na vyrobu cigaret [25, 26].

2.2.2 Tabak — rod Nicotiana

Tabék se fadi do celedi lilkovitych (Solananceae). Rod Nicotiana obsahuje
zhruba 65 druhii rostoucich ptfedevsim v subtropické Americe, Australii a Tichomoii.

Patfi mezi jednoleté rostliny, které maji mélké, dlouhé a vlaknité koreny. Na
jediné piimé zlaznaté chlupaté lodyze, jenz dortsta i nékolika metrové vysky, postupné
vyrustaji jednoduché, velké a celokrajné listy. Jedna se o hlavni zpracovavany produkt,
ktery se vyznaCuje omamujici vini a hotko-Stiplavou chuti. Kvéty rostou ve
vrcholicnatych kvétenstvich. Plodem je dvoupouzdrd tobolka s velkym mnoZstvim

drobnych semen [27].

2.2.2.1 Tabak virginsky

Nicotiana tabacum L. (obr.6), tabdk obecny (virginsky), patii mezi
nejrozsifenéjsi. Jeho listy jsou Siroce kopinaté, fapik kiidlateé rozSifeny, kvéty
s trubkovitymi az nalevkovitymi korunami, rtzovymi az cervenymi. Jednd se
o jednoletou (v tropech 1 viceletou) 80 az 300 cm vysokou zldznaté chlupatou bylinu

[28].

Obr. 6 Nicotiana tabacum L. [29]
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Stejn¢ jako tabak selsky, pochazi z Jizni a Stfedni Ameriky. V Evropé se
pestoval nejprve jako 1éCiva a okrasnd rostlina, pozdé€ji pro své jedovaté alkaloidy
v listech. V Ceské republice se péstuje v nejteplejsich oblastech Moravy. Po sklizeni se
pozadované Casti byliny fermentuji a zpracovavaji do kutackych vyrobki. Sklizené listy
obsahuji 75 —95 % vody, kyselinu citronovou a jable¢nou, 0,6 — 6 % Uc¢inné slozky,
kterou tvoii pyridinovy alkaloid nikotin a jeho derivaty nornikotin, anabasin, nikotyrin,
nikotianin aj. Susené listy tabaku obsahuji az 9 % latek ze skupiny alkaloida, které jsou
v riznych ¢astech rostlin vazany v podobé¢ soli karboxylovych kyselin. Avsak jedovata

je celé rostlina [30 — 33].

2.2.3 Rostlinny stres

Béhem zivota jsou rostliny vystavovany riznym stresovym faktortiim, které
zpomaluji jejich Zivotni funkce, poskozuji je a v nejhor§im piipadé zapficini jejich
uhynuti. Tyto faktory mohou byt rozdéleny do dvou skupin podle toho, zda se jedna
ovliv zivotného (biotického) ¢i nezivotného (abiotického) charakteru. Piikladem
biotického stresu je utok patogenu, negativni ptisobeni okolnich organismi (bakterie,
viry, houby, bezobratli a parazitické rostliny) a starnuti. Abioticky stres se déli podle
meénicich se podminek vnéjSiho prostredi a mize byt fyzikalni nebo chemické povahy.
Rozlisujeme primarni abioticky stres, kam patii sucho, teplota (zvySena ¢i snizend),
intenzivni svétlo, nadbytek soli v pad¢, ptitomnost tézkych kovi a toxickych latek
v prostiedi. Mezi sekundarni abioticky stres fadime osmoticky a oxidativni
stres [34, 35].

Nejveétsi hrozbou je predevsim rostlinny patogen, organismus, ktery travi cely
svlj Zivotni cyklus (nebo pouze jeho €ast) uvnitf rostliny, a praveé tim ji Skodi. Cest, jak
mohou patogeny rostliny napadat, je hned nékolik. Obvykly je napiiklad vstup pies
rizna mechanické poranéni, plisné vétSinou penetruji povrchy listl a bakterie dokazi
prostoupit skrz priaduchy nebo stomata. Po vniknuti patogenniho organismu do rostliny,
uplatiiuje patogen jednu z nasledujicich strategii: patogen se snazi rostlinu zabit,
opakem tomu jsou patogeny biotrofni, které nechévaji rostliny nazivu a hemibiotrofni
patogeny, jez zabiji hostitelskou rostlinu az v pozdéjsich fazich vyvoje. Tento proces se
nazyva patogeneze a sklada se z infekce, kolonizace a reprodukce patogenu. Schopnost

patogenu zpiisobit nemoc se nazyva virulence [35].
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Pro rozpoznani konkrétniho typu abiotického stresu reaguji rostliny tfadou
biochemickych 1 fyziologickych zmén, jimiz ovliviiuji nejriiznéjs$i procesy na urovni
bunék i celych rostlin. Reakce na tento druh stresu jsou vétSinou regulovany hormony
ABA a GA (ABA =kyselina abscisovd, GA = kyselina giberelova). Abioticky stres,
stejné jako bioticky, fidi expresi rostlinnych genli. Béhem abiotického stresu dochazi
u rostlin pfedevsim k dysfunkci proteint; a je zaroven jednou z kliCovych pficin, proc¢

dochazi k poklesu trody po celém svéte [36, 37].

2.2.4 Mechanismy odolnosti rostlin

Zkoumanim vztahi mezi vnéjSim prostfedim a stresovymi reakcemi rostliny Ize
rozpoznat prenos podnétil, které vyvolavaji stres na rozhrani organii rostliny s vn&jSim
prostiedim, a rovnéz prenos signalit uvnitt rostliny. Obranné mechanismy proti stresu
1ze rozdélit do dvou kategorii [38].

Prvnimi jsou mechanické bariéry, které zabranuji vystaveni hostitelské rostliny
stresu (,,avoidance mechanisms®). Jsou pfevazné pasivniho a dlouhodobého charakteru,
napt. silnd kutikula na listech, vyrazna impregnace bunécnych stén a rezervoary vody
[38].

Druhou skupinou jsou mechanismy, které tvoifi tzv. aktivni obranu rostlin
(,,tolerance mechanisms®). Snazi se omezit negativni dopad stresorii, dokud nedojde
k jejich proniknuti k plazmatické membrané bunck a do symplastu. Pokud k tomu
dojde, spusti se fetézec zmén, ktery je oznacovan jako stresova reakce. Jaky bude
prib&h avysledek stresové reakce nezaleZi pouze na intenzité, délce plsobeni
stresového faktoru, ale ina rostliné samotné (stadium vyvoje, vitalita, genotyp,
adaptacni schopnosti). Kvili pisobeni vice stresovych faktord v pfirodnich podminkéach
soutasné je zkoumani vlivu stresu na rostliny komplikovany proces. Casto dochéazi
k plisobeni stresori pouze jen na ¢ést rostliny a tam k lokalni stresové reakci, ktera ale
muze nasledné zpuisobit stres i v ostatnich organech rostliny [38].

Rezistence je oznacovana jako schopnost rostliny piezit pii nepfiznivych
podminkach. Lze ji rozdélit na avoidanci a toleranci, které tvofi komplex obrannych
reakci. Pfi avoidanci se rostlina snazi piredchazet nebo rovnou vyhnout stresu (napf.
zkracenim Zivotniho cyklu, vyvojem vhodného typt kotent ¢i listl, sloZzenim kutikuly).
Jedna se o pasivni zplsob ochrany, jenz spociva v anatomickém a morfologickém

pfizplisobeni. Strategie aktivniho odolavani stresoru s pokusem co nejvice zmirnit jeho
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pusobeni je oznaCovana za toleranci. Ziskdva se postupné béhem procesu zvaném
aklimace (otuzovani), pti které se rostlina snazi o ustanoveni nového rovnovazného
stavu. Jednd se o vyrovnavani se s novymi podminkami. Takto ziskané vlastnosti jsou
nedédicné, reverzibilni a zavisi na zméné metabolismu [39, 40].

Prib¢h stresové reakce, ktera vede k toleranci, obsahuje n€kolik fazi (viz obr. 7).
Prvni faze je oznacovana jako poplachova. Dochazi k rozeznani pisobeni stresoru, tato
informace je signalnimi drahami pfeddna dalSim castim builky a nasleduje zména
uréitych gentll. Stresova informace se rozsifi po celé rostling. Dalsi ¢asti je restituéni
faze, béhem které rostlina aktivuje své obranné mechanismy, coz ji umoznuje prekonat
pusobeni stresoru (otuzi se a ziskdva vyssi odolnost). V nasledujici fazi, rezistenci,
rostlina odolava plisobeni stresoru a snazi se prezit. Béhem dlouhodobého stresu mize
dojit kuplnému vycCerpani energetickych rezerv ak naslednému thynu rostliny.
Vysledek stresové reakce neovliviiuje pouze doba plisobeni stresu. Zavisi také na typu
stresoru, jeho velikosti a rychlosti jeho nastupu. Ze strany rostliny poté zalezi na jejim

genotypu, fyziologickém stavu a vyvojovém stadiu [39, 40].

restituc¢ni faze

poplachova faze otuzovani  maximalni odolnost faze vycerpani
. . . . (rezistence)
—

+ |
I I
odolnost i i
normalni | |
Sta\" - - - -

v

T pocétek stresu
Cas

Obr. 7 Schéma priibéhu stresové reakce [39]

21



2.3 Metoda méreni
2.3.1 Historie

Chromatografii vynalezl v roce 1903 rusky botanik Michail Semyonovi¢ Cvet,
ktery ji pouzil k oddéleni rostlinnych pigmentl: chlorofylu, karoteni a xantofyld.
Hlavni rozvoj separacnich technik zacal po 2.svétové valce. Na zacatku 70. let
20. stoleti zavedli Horvath, Guiochona a dalsi do kapalinové chromatografie stacionarni
faze, které byly zalozené na poréznim silikagelu. Tyto stacionarni faze byly stabilni pii
vyssich tlacich a dali tak vzniknout dnes velmi vyuzivané vysoko u¢inné kapalinové
chromatografii (HPLC) [41 —43].

V pocatcich HPLC byly populdrni tzv. pelikularni staciondrni faze (vétsi
neporézni Castice obalené vrstvou drobnéjSich poréznich ¢astic). Mezi né lze zatadit
produkt zvany ,,fused-core particle®. Jednalo se o neporézni silikonové jadro obalené
silnou vrstvou slinutych (fused) silikonovych nanocastic. Dale se také zkouseli
naptiklad monolitické stacionarni faze. Monolit ma tvar jediné velké Castice, kterd zcela
zapliiuje vnitiek kolony. Takto plnéné kolony neobsahuji mezicdsticové prostory
a veSkera mobilni faze musi tedy protékat péry monolitu, které jsou vSak vétsi nez
u ¢astic. Diky tomu dochazi v koloné k rychlejsimu prenosu hmoty [41].

K dal§imu vyznamnému vyvoji HPLC doSlo az vroce 2003, kdy spolecnost
Agilent Technologies pfedstavila Gpln€ porézni kolony Zorbax Quick Solution, jejiz
Castice SF byly mensi nez 2 um. Jednalo se o evolu¢ni smér v kolonové technologii.
O rok pozdéji zavedla spolecnost Waters na trh kapalinovy chromatograf Acquity
UPLC s tlakovou kompatibilitou okolo 80 MPa, vys$si nez b&znych 40 MPa (6000 psi).
Tato technika je oznaCovand jako ultravysokotlaka kapalinova chromatografie (UPLC)

[43].

2.3.2 Vysokouéinna kapalinova chromatografie (HPLC)
Vysokouc¢innd kapalinovda chromatografie je jednim ztypl kapalinové
chromatografie. Tato metoda se pouziva jak v kvalitativnich, tak i kvantitativnich
aplikacich neboli pro identifikaci a kvantifikaci sloucenin. Analyza vysokouUc¢innou
kapalinovou chromatografii (HPLC) zacind nadavkovanim kapalného vzorku do
chromatografické kolony. Ten je poté unaSen pies kolonu kapalnym rozpoustédlem

(mobilni fdze) pomoci Cerpadla, které udrzuje jeho pritok konstantni. Na konci kolony
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se nachazi detektor, ktery ma za kol registrovat pfitomnost slozek ve vzorku (ne
rozpoustédla). Vyuzivaji se predevSim spektrofotometrické detektory. Principem této
metody, aby doslo k odd¢leni slozek vzorku, je tedy interakce mezi analytem, kapalnou
mobilni fazi (MF) a stacionarni fazi (SF) [44 — 46].

Mobilni taze v HPLC muze byt jak polarni, tak i nepolarni kapalina, mohou jimi
byt napf. benzen, aceton, acetonitril, ethanol, methanol, voda nebo také roztoky
anorganickych kyselin a zasad o dané iontové sile a pH. Volbou pH mtzeme ovlivnit
chromatografické chovani jak analytu, tak i SF. Pro kontrolu pH mobilni faze se
pouzivaji pufry, vybér pufru se fidi pufracni kapacitou pufru. Obvykle se pouziva
fosfatovy ¢i acetatovy pufr [46].

Staciondrni fazi byvaji nejcastéji oxid kiemicity (silikagel), oxid hlinity
(alumina), aktivni uhli, silikagel snavazanymi funkénimi skupinami ¢i organické
polymery (napf. polystyren-divinylbenzenové kopolymery, methakrylatové polymery).
Na silikagel, ktery slouzi v tomto pifipadé€ jako nosi¢ SF, mohou byt navazany funkéni
skupiny (vlastni SF), kterymi jsou nepolarni uhlovodiky (C8 — oktan, C18 — oktadekan),
iontoveé vyménné skupiny, chirdlni selektory ¢i bioafinitni ligandy [5, 6, 44].

Jednou z nejdulezitéjsich vyhod HPLC je, Ze se jedna o rychly, automatizovany
avysoce presny proces separace. Dalsi velkou vyhodou je, ze méfeni s vysokym
rozliSenim a reprodukovatelnymi vysledky, 1ze provést ve velmi kratkém case (10 az
30 minut). Nepochybné se jedna o nékladnou metodu, kterd vyzaduje velké mnozstvi
drahych organickych latek, ale kterd zaroven piedstavuje univerzalni a velmi piesny

zpusob identifikace chemickych slozek [5, 6, 44].

2.3.2.1 Instrumentace HPLC

Ptistroj HPLC se sklad4 z nékolika casti (viz obr. 8): zasobniku MF, Cerpadla,
injektoru, kolony, detektoru a pocitace (zafizeni pro zpracovani dat). Nevyhodou je, ze
cela aparatura spotfebovava pomérné velké mnozstvi rozpoustédel, a tudiZ se nejedna
o prenosnou techniku. Vzorky, které se pomoci této metody analyzuji, se musi nejprve
shromazdit a aZ potom mohou byt zpracovany. Analyza vSak poté trva vétSinou méné
nez hodinu. Nez k ni vSak dojde, musi byt metoda optimalizovdna a vzorek dostatecné

upraven, aby byl pfipraven pro nadavkovani [5, 7, 47]
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Obr. 8 Schéma HPLC systémi: 1) zdsobniky mobilni faze, 2) vysokotlaké &erpadlo, 3) smé&Sovaci

zafizeni, 4) davkovaci zafizeni, 5) kolona, 6) detektor, 7) zapisovaci zatizeni [7]

Kolony

Spravna volba kolony ma pro HPLC analyzu zdsadni vyznam. Dochézi v ni totiz
k samotnému chromatografickému procesu. Hlavnim pozadavkem na kolonu je, aby
béhem nejkrat§iho mozného casu dokézala rozdélit co nejvetsi pocet latek, avsak s co
nejvétsi ucinnosti. Uéinnost kolony zalezi na kvalité pouzitého sorbentu, jeji délce,
materialu, z kterého je vyrobena, zptisobu plnéni a na n¢kolika dalSich faktorech [49].

NejcastejSimi materialy, ze kterych se chromatografické kolony vyrabi jsou sklo
anerezova ocel. S kolonami vyrobenymi ze skla lze vSak pracovat pouze pfi tlaku do
30 MPa. Proto je dalezité si predem ujasnit pfi jakém pracovnim tlaku bude analyza
probihat. Vnitini pramér kolon se pohybuje v rozmezi 2,1 — 4,6 mm a délka od 5 do
25 cm [49].

Népln¢ kolon Ize rozdé&lit na dvé skupiny: anorganické materialy a organické
polymery. Mezi anorganické materidly patfi jiz zminény silikagel, alumina nebo
zirkonia. Zirkoniové napln€ je mozné, na rozdil od silikagelu, pouzivat pii vysSich
teplotach a jsou i1 chemicky stabilnéjsi. V dnesni dobé se vSak staly oblibenymi kolony
s chemicky vazanymi SF. Jedna se ptedevs§im o silikagel, na jehoZ hydroxylové skupiny
lze chemicky navazat nepolarni uhlovodikovy fetézec rizné délky (C4, C8, nebo C18),
ale 1spoustu jinych funkénich skupin, polarni (napf. amidové nebo kyanoskupiny),
iontové vyménné €i chirdlni selektory. Z organickych polymert se vyuzivaji naptiklad
derivaty dextranu a agardzy, estery kyseliny methakrylatové zesiténé divinylbenzenem

nebo ethylendimethylakrylatem (Zeokarb, Amberlite) ¢i celuldza. I na tyto materidly lze
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navazat rizné funkc¢ni skupiny. Oba druhy ndplni se vyuzivaji iviontové vyménné

chromatografii [48 — 50, 53].

Detektory

Detektory, které se pouzivaji v kapalinové chromatografii 1ze rozd¢lit do dvou
skupin [6, 7]:
1. optické (spektrofotometricky, fluorimetricky, refraktometricky, hmotnostni)

2. elektrochemické (voltmetricky a vodivostni)

Spektrofotometricky detektor
Nejcastéji pouzivanym druhem detektoru je spektrofotometricky detektor neboli

UV/VIS detektor, ktery méfi absorpci zafeni eluatu v oblasti vinovych délek od 190 do

800 nm. Principem jeho fungovani je velikost odezvy, ktera je ddna Lambert-Beerovym

zdkonem: 4 = ¢c[, vyjadiujici vztah mezi tloustkou absorbujici vrstvy (/), koncentraci

absorbujici slozky (c) a velikosti absorpce neboli absorbanci (4). VInovou délku
detektoru je zde nutné volit s ohledem na absorbanci mobilni faze. Spektrofotometrické

detektory lze podle konstruk¢éniho typu rozdélit na Ctyii typy [46, 51, 52]:

Detektory s fixni vinovou délkou — Jako zdroj zafeni pouzivaji pfi 254 nm nizkotlakou
rtutovou vybojku, pii 229 nm kadmiovou apii 214 nm zinkovou vybojku.
U vsech téchto typti vybojek se musi dodateéné pouzit filtr, protoze ani jedna
neposkytuje absolutné monochromatické zateni.

Detektory s ménitelnou vinovou délkou — Pouze s vinovymi délkami, které byly pfedem
stanoveny.

Detektory s programovatelnou (nastavitelnou) vinovou délkou — Lze si vybrat
z nékolika vinovych délek v rozmezi 190 — 700 nm. Béhem analyzy je mozné
podle potieby vinovou délku zménit.

Detektory diodového pole (DAD, PDA) — Snimaji celé spektrum v redlném case, aniZ by
muselo dojit k pferuSeni chromatografické separace. Fotodiody, ze kterych se
detektor sklada, urcuji jeho spektralni rozliSeni. Pocet téchto diod se pohybuje
od 512 po 1024 na pole. Tento typ detektorii umoziuje detekci analytu pii

jakékoliv zvolené vinové délce.

Refraktometricky detektor
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Tento detektor je zalozen na principu zméfeni zmeény indexu lomu eludtu pii
priachodu mémou celou. Jestlize je rozdil indexu lomu analytu a MF velky, zvySuje se
tim i citlivost detektoru. Odezva detekéni cely vSak zavisi na teplot€, a proto je nezbytné
u ni udrzovat stalou teplotu temperovanim. Jedna se o diferen¢ni méteni, kdy paprsek
prochdzi meéfenou a srovnavaci celou, anasledné¢ detektor zméii rozdil intenzity
dopadajiciho svétla. Tento detektor ma nizkou citlivost (piky mohou byt pozitivni
1 negativni) a neni vhodny pro gradientovou eluci. Vyuziva se pro analyzu cukri, lipida

a polymerd, tj. latek, které neabsorbuji ani nefluoreskuji [46, 51, 52].

Hmotnostni detektor

Tento detektor se pouziva pro detekci iontl, jeZ vznikaji ionizaci analyti.
Nejprve se vSak ionty rozpusténé v mobilni fazi museji pfevést na ionty v plynné fazi.
Poté 1ze ionty analyzovat podle poméru hmotnosti k naboji (m/z). Na zaklad¢ ziskanych
hmotnostnich spekter je mozné identifkovat latky, které vychazeji z kolony. Jedna se
o univerzalni, vysoce selektivni a citlivy detektor, ktery se pouzivd v plynové

1 kapalinové chromatografii [51, 52].

Elektrochemicky detektor

Tento typ detektord se vyuziva k méteni elektrického proudu, ktery vznika, kdyz
meérnou celou projde oxidovatelna ¢i redukovatelna latka. Pfevazné se k detekci pouziva
tiielektrodové zapojeni sloZené z pracovni, pomocné a referentni elektrody. Pracovni
elektroda muize byt naptiklad ze skelného uhliku, uhlikovych vldken diamantu, platiny,
zlata, mé&di a dalSich materiali. Tyto specifické detektory maji vysokou citlivost
arychlou odezvu. Jejich nevyhodou je vSak pasivace elektrod anasledné CciSténi.
RozliSujeme dva druhy detektorid tohoto typu. Prvni jsou amperometrické detektory
(koncentraéni detektory). Pfi vhodné vlozeném napéti na elektrodu méfi elektricky
proud, ktery odpovidd redukci ¢i oxidaci slozek v eluentu. Druhou variantou jsou
coulometrické detektory (hmotnostni detektory), ve kterych dochéazi k uplné elektrolyze
analytu. Vyuzivaji velkoplo$né elektrody vyrobené naptiklad z porézniho uhliku [46,
51, 52].
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Vodivostni detektor

Tyto detektory patii mezi univerzalni detektory. Mezi dvéma elektrodami, které
jsou umisténé v pritokové cele (valcovitého tvaru), méfi elektrickou vodivost eluatu.
Aby se zabranilo polarizaci elektrod, vkladda se mezi né stfidavé napéti. Tento typ
detektoru je konstrukéné nenarocny ajeho celu je mozné snadno miniaturizovat na
objem mensi nez 5 pl. Vysoké pozadavky jsou kladeny na mobilni fazi, ktera musi byt
nevodiva (bez ptidavku pufru), avSak musi byt schopnéd rozpoustét analyzované latky.
Idedlni je jako mobilni fazi pouzit redestilovanou vodu ¢i ptimeési polarnich organickych
rozpoustédel, které témto podminkam vyhovuji. Vodivostni detektor se pouziva

prevazné v iontové vymeénné chromatografii [46, 51, 52].

2.3.3 lontové vyménna chromatografie (IEC)

Tato separacni metoda je zaloZena na silnych elektrostatickych interakcich mezi
ionizovanymi skupinami iontoménice (staciondrni faze) aopacné nabitymi ionty
v okolnim roztoku (mobilni faze). Béhem separace dochéazi ke styku staciondrni faze
tvofené ionexem (meénic¢ iontli; nerozpustnd latka) a kapalné faze. Obecnd rovnice
iontové vymeény je [5, 53, 54]:

I - Aionex + Broztok € I - Bionex + Aroztok

Diky disociaci dochazi k uvolnéni iontll navazanych na staciondrni fazi, které
mohou byt ndsledné nahrazeny ionty z roztoku, jez maji vétsi afinitu k ionexu (maji
vétsi ndboj, jedna se o vétsi iont). Uplatituje se zde i princip chemické rovnovahy. A to,
pokud maji ionty se slabS§i vazbou na SF dostate¢nou koncentraci, mohou vytésnit
iionty, které¢ se na SF vazou pevnéji. lonty se pohybuji v kolon¢ riznymi rychlostmi
a dochazi tak k jejich separaci [5, 53, 54].

Ionexy lze rozdélit do né€kolika skupin. Naptiklad podle chemického sloZeni
rozliSujeme anorganické ¢i organické ionexy. Dale podle skupenstvi a tvaru, délime
ionexy na pevné, kapalné a pelikularni ionexy. Ttetim klasifikacnim hlediskem je druh
ionogenni funkéni skupiny, kterou ionex obsahuje. Patfi sem nerozpustné katexy
(kyseliny) aanexy (baze). Katexy jsou nerozpustné polyvalentni kyseliny, které
uvoliiuji a vyménuji kationty. Obsahuji kyselé funkéni skupiny -SOzH (sulfoskupina —
silny katex) ¢i -COOH (karboxyskupina —slaby katex). Anexy jsou nerozpustné
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polymerni baze, které¢ jsou schopny uvoliiovat a vyménovat anionty. Jsou jimi napiiklad
kvartérni amonné soli (silny anex) ¢i aminoskupiny (slaby anex) [5, 53, 54].].

Silné anexy a silné katexy jsou ionizovany v celém rozsahu pH pouzivaném
v IEC a jejich kapacita se proto zménami pH neméni. Lze je pouzit pro separaci slabych
kyselin ¢i zasad. Podstatou separace je predevsSim naboj separovanych analytd, které
nejsou v zavislosti na pH vzdy pln¢ ionizovany. Pokud tedy jsou ve vzorku obsazeny
siln¢ kyseliny nebo silné zéasady, jejich ionizace neni hodnotou pH mobilni faze
ovlivnéna a jsou v celém rozsahu zcela ionizované. Silné katexy pii pH < 2 nebo silné
anexy pii pH > 10 mohou pfi téchto extrémnich hodnotach pH katalyzovat fadu reakeci,
kterymi by mohlo dojit ke zmén¢ vzorku (napt. hydrolyza esterti ¢i peptidd apod.) [5,
53, 54].

Hodnotou pH mobilni faze je ovlivnéna i kapacita (reten¢ni chovani) slabych
iontoménicu. Jestlize se pH mobilni faze vyznamné snizi pod pK. hodnotu
imobilizovanych funkénich skupin slabého katexu (ptiblizn€ o dvé jednotky pH), miize
jako ménic¢ kationtl ptestat fungovat. Nebot’ v ptipadé, Ze je slaby katex v protonované
formé, dochdzi mezi nim a protonem k velice pevné vazbé, kvili které uz nemiize dojit
k vyméné za kation analytu. Naopak, jestlize je pH vyrazné vyssi, nez je pKa, vSechny
funkéni skupiny slabého katexu mohou sionty vzorku interagovat s maximalni
kapacitou. Pokud je pH blizké hodnoté pKa. je slaby katex disociovan pouze ¢astecné.
Stejné podminky plati i pro slabé anexy, avSak jejich iontové vyménna kapacita je
naopak vysoka pfi nizkych pH a nizk4 pti vysokych pH [5, 53, 54].

Mobilni faze, které se pouzivaji pfi IEC, jsou vétSinou vodné roztoky pufti.
Jejich vlastnosti v§ak museji byt upraveny tak, aby byly vhodné pro separaci latek
(vhodné¢ pH MF, naboj a velikost iontii pufru, koncentrace pufru apod.). V praxi se
nejCastéji pouzivaji pufry, které obsahuji fosforeCnany, boritany, dusi¢nany ¢i
chloristany [5, 53, 54].

Kolony pro IEC jsou na bazi silikagelu nebo je na silikagel chemicky navazana
pfisluSna funkéni skupina. Tyto materidly vSak maji omezenou chemickou stabilitu.
Napftiklad pti hodnoté pH kolem 2 dochézi k naruSeni chemické vazby mezi silikagelem
a funk¢ni skupinou nebo pii pH > 7 dochazi k rozpousténi silikagelového nosice. Pro
IEC se vyuzivaji i kolony na bazi polymeri (derivaty polystyrenu a polyakrylamidu),

které maji vybornou chemickou i mechanickou odolnost. Lze je vyuzit v Sirokém
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spektru pH ajsou stabilni a?> do 100 °C. Radime sem napiiklad kolony na bazi
hydroxyalkylmethakrylatovych geli (Spherony ¢i HEMA gely) nebo na bazi
(poly)styrenu zesitovaného divinylbenzenem (Dowex, Zerolit) [5, 53, 54].

Detektory vhodnymi pro iontové vyménnou chromatografii jsou naptiklad: UV,

refraktometricky, vodivostni a elektrochemicky detektor [5, 53, 54].
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2.4 Literarni reSerse analyzy AMP, ADP a ATP z realné matrice

Byla provedena literarni reSerSe se zaméfenim na analyzu vSech 3 studovanych nukleotidii v rostlinné matrici, coz neni bézna

matrice pro analyzu AMP, ADP a ATP. Castgji jsou studované nukleotidy analyzovany v Zivo¢isné matrici, pfedevsim k uréeni &erstvosti

ryb ¢i motskych plodi. Vysledky reSerSe jsou shrnuty v tabulce nize (tabulka 1). VétSinou se jednd o vyuziti reverzni stacionarni faze C18

od riznych vyrobct a isokratické ¢i gradientové eluce. Detekce byla bud’ spektrofotometrickd ¢i byl pouzit hmotnostni spektrometr.

Tabulka 1 Literarni reserse

Matrice

Analyty

Technika

Kolona

Podminky méfeni

Zdroj

Citrusové plody

ADP, ATP

LC-MS

C18 (Kinetex, 2,6 um, 150 % 4,6 mm)

Isokraticka eluce;

MF: 99:1 (v:v) acetonitril/mravencan
amonny (pH = 6,7);

Pritok 0,4 nebo 0,6 mL/min;

Dévkovani vzorku 2 nebo 5 pL

[12,
55]

Citrusové plody

ADP, ATP

HPLC-UV

C18 (RP-18e, LichroCart 125-4,
Lichrospher 100, 5 um)

Gradientova eluce;

MEF: faze A — tetrabutylamonium
bisulfatovy pufr, faze B — acetonitril:faze A
(2:1);

Pritok MF 0,5 mL/min;

Davkovani 10 pL vzorku;

Detekce UV detektorem pii 260 nm

[12,
55]
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Gradientova eluce;
MEF: faze A — 0,06mol/L KoHPO4
a 0,04mol/L KH>PO4 (pH=7,0),

Litchi AMP, ADP, Ultrasphere ODS EC 250 x 4,60 mm o
HPLC-DAD faze B — 100% acetonitril; [56]

(Litchi chinensi) ATP
Pratok MF 1,2 mL/min;
Davkovani vzorku 20 pL;
Detekce DAD detektorem pii 254 nm
Gradientova eluce;

17 nukleotidu,
o ) ) . MEF: fosfatovy pufr (KH2PO4-Na;HPO4)
Pinelie trojCetna nukleosida Agilent Zorbax SB-Aq (250 x 4,6 mm, 5 um)
HPLC-DAD a vodny roztok octanu amonného; [57]
(Pinellia Ternata) |anukleovych Zorbax SB-Aq guard (12.5 x 4,6 mm, 5 pum) ]
b Pratok MF 0,9 mL/min; Davkovani 10 pL;
azi

Detekce DAD detektorem
Gradientova eluce;
MF: faze A — 0,02mol/L KoHPO4

Kreveta pacificka 10 nukleotidt a 0,02mol/L KH>PO4 (pH=5,8),

(Litopenaeus a podobnych |HPLC-DAD |Shimadzu ODS-3 C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) |faze B — methanol; [58]

vannamei) slouCenin Prutok MF 1,0 mL/min;

Déavkovani vzorku 10 pL

Detekce DAD detektorem pii 254 nm
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Chemikalie

Standardy: Adenosi-5"-monofosfat sodna siil 99%, Sigma-Aldrich, Némecko
Adenosin-5"-difostat sodna stl 95%, Sigma-Aldrich, Némecko
Adenosin-5"-trifosfat disodna stl 90%, Sigma-Aldrich, Némecko
Dihydrogenfosforeénan draselny 99% p.a., Lach-Ner, s.r.0., CR

Methanol 99,5% p.a., Lach-Ner, s.r.o., CR

Octan amonny 99,7% p.a. Lach-Ner, s.r.o., CR

Deionizovana voda (¢isténa systémem Milli-Q Plus, Millipore), USA
Hydroxid draselny 85% p.a., Penta, s.r.0., CR

Kyselina octova 98% p.a., Lachema, a.s., CR

Kyselina chlorista 70% p.a.

3.2 Pristroje a pomucky

HPLC sestava Waters 2690 Alliance s DAD detektorem Waters 996, USA
Chromatografickéa kolona VA 50/4,6 Nucleogel SAX 1000-8, Marcherey-Nagel,
Némecko

Chromatograficky systém Empower 3, Waters,

Analytické vahy 2004 MP, Sartorius, Némecko

Analytické vahy NBL-254i, Adam Nimbus

Ultrazvukova lazen FB15061, Fisherbrand, USA

pH metr AD1000 pH/mV & Temperature meter, Adwa, Mad’arsko
Elektricka trouba s dvoj plotynkou EC-320, Orava, Slovensko

Lednice s mazakem AZ-Automatic, Amica, Polsko

Laboratorni sklo

Teploméry

Membranov¢ filtry Nylon 66 o velikosti porii 0,45 um, Supelco, Tchaj-wan
pH papirky, Lachema, CR

Automatické pipety Biohit, BIOHIT, Finsko
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3.3 Rostlinny material

e Zmrazené a lyofilizované listy tabdku Nicotiana tabacum L.

3.4 Postup

3.4.1 Priprava mobilni faze

Byl pfipraven 0,2mol/L roztok KH>PO4 (navazka 27,22 g KH2PO4 doplnéna
deionizovanou vodou po rysku do odmérné banky o objemu 1000 mL). Nasledné bylo
u roztoku upraveno pH 1mol/L KOH na hodnotu pH = 5,00. Takto upravena mobilni
faze se vzdy pred méfenim nejprve jesté prefiltrovala, aby nedoslo k zddnému vniknuti
malych ¢astic do chromatografického systému, pies membranovy filtr s velikosti pora

0,45 pm. Mezi méfenimi byla MF uchovavana v lednici.

3.4.2 Priprava standardnich roztoki

Navazeny byly vzdy pfiblizné 4 mg standardu ptisluSného nukleotidu. Navazka
byla poté rozpuSténa ve vialce v odpovidajicim mnozstvi 0,05mol/L KH>PO4
(pH = 7,50), aby vznikl zasobni roztok standardu o vysledné koncentraci 1 mg/mL.

Standardy a roztoky standardii byly pted i po analyze uchovavany v mrazaku.

3.4.3 Priprava roztoku standardi pro sestrojeni kalibracni
krivky
Pro proméfeni kalibracni zavislosti standardi AMP, ADP a ATP byly
pfipraveny z piisluSného zasobniho roztoku o koncentraci 1 mg/mL postupnym fedénim
pomoci 0,05mol/L KH>PO4 (pH = 7,50), nasledujici kalibracni fady:
pro AMP —0,0002 az 1,0 mg/mL
pro ADP —0,0002 az 1,0 mg/mL
pro ATP - 0,002 az 1,0 mg/mL
kolonu v objemu 5 pL. Po sestrojeni kalibraéni kiivky pro jednotlivé standardy byla
uréena mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ) jednotlivych standardid. LOD
byla ur¢ena jako nejnizsi koncentrace, kterou bylo mozné zméfit pii kalibraci a dala se

odlisit od Sumu zékladni linie. LOQ byl spocitan jako 3,3 nasobek LOD.
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3.4.4 Extrakce z rostlinného materialu

Pro extrakci adenosin-5'-ribonukleotidi byly v experimentdlni Casti této
diplomové prace pouzity listy rostliny tabaku Nicotiana tabacum L. Jednalo se o listy
jak zmrazené, tak lyofilizované, které byly pro analyzu patii¢né€ upraveny (rozetieny na
prasek v tfeci misce). Aby nedoslo ke kontaminaci z prst (vyskyt ATP, bakterii s ATP),
pracovalo se se vzorky v laboratornich rukavicich. Balicek zmrazenych listi byl po
zjisténi celkové hmotnosti rozdélen na pét stejnych ¢asti. Po odvazeni kazdé casti byly
listy zabaleny do alobalu a opét ulozeny do mrazaku. Pro extrakci byla pouzita vzdy
zvlast jedna z navazenych c¢asti. Ta byla v kaddince zalita 10 mL deionizované vody
zahtaté na 100 °C, pfiklopena hodinovym sklickem, a ihned umisténa na 20 minut do
ultrazvukové 1azné temperované na 75 °C. Po skonceni procesu byla kadinka pfesunuta
mimo lazen, aby roztok vychladl na laboratorni teplotu [57]. Do vialky bylo poté
napipetovano 450 pL pfefiltrovaného roztoku extrahovanych listl tabaku, ke kterému
bylo pfidano 450 uL 0,05mol/LL. KH>PO4 (pH = 7,50). Takto byl vzorek pfipraven
k okamzité analyze.

Lyofilizované listy byly nejprve ve tfeci misce tlouckem rozetieny, aby vznikl
homogenni prasek. Extrakce probihala v ultrazvukové ladzni (temperované na 75 °C)
v kédince, ve které byly 0,2 g prasku z listd tabaku doplnény 5 mL vrouci deionisované
vody. Po 20 minutach byla kadinka z ultrazvuku vyndadna a ponechana, dokud roztok
nedoséhl laboratorni teploty. Po filtraci bylo odebrano 450 pL roztoku do vialky, ktery
byl doplnén 450 uL 0,05mol/L KH>PO4 (pH = 7,50). Nasledn¢ bylo mozné vzorek
analyzovat.

Dalsi extrakéni postup vyuzival HClOs4, extrakce probihala podobné jako
u pfedeslych postupl. Misto destilované vody se do kadinky k0,2 g prasku
lyofilizovanych tabdkovych listd pfililo 5 ml 0,07mol/L HClO4 zahiaté na 100 °C.
Kadinka se nasledné pfikryla hodinovych sklickem a vloZila se na 20 minut do 75°C
ultrazvukové lazné. Poté se kadinka, stejné jako v predchozich ptipadech, ptesunula
mimo ldzen, aby roztok vychladl na laboratorni teplotu. Pro méfeni se extrahovany
vzorek nejprve musel zneutralizovat Imol/L KOH aaz potom byl pfefiltrovan do
vialky, nafedén 1:1 (v:v) 0,05mol/L KH2PO4 (pH = 7,50) a zméten chromatografickym

systémem. Mimo analyzu se vSechny vyextrahované vzorky uchovavaly v mrazéaku.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Optimalizace metody

Cilem optimalizace metody bylo najit vhodné podminky pro soucasné stanoveni
AMP, ADP a ATP. Bylo nutné dosdhnout dobrého rozliSeni analyzovanych latek
v pfijatelném case a nasledné¢ ve vysledném chromatogramu ziskat ostré a symetrické
piky, najit tedy vhodnou mobilni fazi (rychlost pratoku, koncentrace a pH pufru)
a vhodnou vinovou délku pro detekci. V uvahu byly brany i vysledky reserse [9, 57 —
60].

Pro detekci standardi byla pouzita vlnova délka 260 nm, tedy vinova délka
odpovidajici absorpénimu maximu spekter zmétenych pro standardy nukleotidi pomoci

DAD detektoru pfimo v mobilni fazi (obr. 9).

Absorbance [AU]

3000 3000 34000 35000 35000 37000 3000 39000

0 zmoo @00 Jomo w00
Vinova délka [nm]

Obr. 9 Piiklad absorpéniho spektra AMP v mobilni fazi

Pro dé¢leni latek byla pouzita isokraticka eluce, a to z divodu moznosti vyuziti
jednodussi instrumentace (negradientové Cerpadlo) a kratSiho ustavovani separacnich
podminek. Jako prvni MF byl vyzkouSen fosfore¢nanovy pufr, 0,2mol/L KH>POs,
o pH 3,50, pritokova rychlost MF byla 0,5 mL/min. Tyto experimentalni podminky

byly zvoleny na zéklad¢ ¢lanku vyrobce pouzivané kolony (Macherey-Nagel): lon
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Exchange chromatografy of nucleotides [59]. Pfi pouziti této mobilni faze byly retencni
Casy studovanych nukleotidi dlouhé, nejméné zadrzovany nukleotid AMP eluoval
okolo 11. minuty. Proto byl pritok této mobilni fdze zvySen nejprve na 0,7 mL/min
apot¢ na 1,0 mL/min. K vyhovujicimu zkraceni retencnich casti touto zménou
experimentalnich podminek ale nedoslo. V mobilni fazi slozené z 0,2mol/L KH;POs4,
pH = 3,50, a pii pritokové rychlosti 1 mL/min mél standard ATP totozny reten¢ni Cas
jako standard AMP, dochazelo k jejich koeluci. Prvni zasobni roztoky standardi
studovanych nukleotidli byly totiz rozpustény pouze v deionizované vode¢, a i kdyz byly
uchovavany v mrazéku a rozmrazovany na co mozna nejkratsi dobu, doslo k rozkladu
zasobniho roztoku ATP na AMP. Dalsi zasobni roztoky nukleotidl jiz byly pfipraveny
rozpusténim v 0,05mol/L  KH>PO4 (pH=7,50) v koncentraci 1 mg/mL. Takto
ptfipravené roztoky vykazovaly pfi skladovani v mrazédku dostatecnou stabilitu, viz.
kapitola 4.2.

S nové pfipravenymi zasobnimi roztoky standardi nukleotidli byla provedena
optimalizace slozeni mobilni faze, tedy koncentrace dihydrogenfosforecnanu draselného
byla ménéna v rozsahu hodnot od 0,1 mol/L po 0,5 mol/L, pH fosfore¢nanového pufru
bylo upraveno na hodnoty 2,60; 3,50; 4,40 a 5,00. Také byl vyzkouSen ptidavek
organického modifikatoru methanolu k fosforecnanovému pufru, a to v mnozstvi
5 a 10 objemovych procent. Piidavek organického modifikatoru v nékterych ptipadech
zrychluje eluci analytd v IEC azlepSuje tvar pikd. Tento pozitivni efekt bohuzel
v ptipad¢ studovanych nukleotidli nebyl zaznamenan. VyS$$i mnozstvi methanolu
nemohlo byt pouzito z divodu srazeni fosforecnanového pufru vlivem organického
rozpoustédla. Také byl jako mobilni faze vyzkouSen octanovy pufr (0,2 mol/L
CH3COONH4, pH 5,00, pratok 1,0 mL/min), ale lepsi vysledky ve srovnani
s fosfore€nanovym pufrem nebyly dosaZeny.

Jako nejvhodnéjsi byl nakonec zvolen roztok 0,2mol/L KH>PO4 s pH 5,00.
Pratokova rychlost MF byla 1 mL/min, kdy piky byly dostatecné¢ oddélené, ostré
(s vyjimkou ATP) a latky se tedy daly jednoduse identifikovat (obr. 10). Objem nastiiku
autosampleru byl nastaven na 5 pL. Tlak se béhem analyzy pohyboval kolem 400 psi
(2,8 MPa) ateplota kolony byla 25 °C. Separace probihala v kolon¢ Nucleogel SAX
1000-8, 50 x 4,6 mm.
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Obr. 10 Chromatogram smési AMP (t, = 0,911 min), ADP (t, = 1,667 min) a ATP (t,= 7,262 min).

Pouzita kolona: Nucleogel SAX 1000-8, 50 x 4,6 mm, slozeni MF: 0,2mol/L KH,POj4 (pH = 5,00), pritok
MF: 1 mL/min, velikost nastfiku: 5 pL, UV detekce pfi vinové délce: 260 nm.

4.2 Stabilita roztokt standardu

Stabilita roztokd standardi (AMP) o koncentraci 1 mg/mL, rozpusSténych
v 0,05mol/L KH2PO4s pH = 7,50 byla zjiStovana:
a) za snizené teploty (4 °C), chranéné pted svétlem (lednice)
b) za snizené teploty (-18 °C), chranéné pted svétlem (mrazak)
Meéfeni pro zjiSténi stability probihala v riznych casovych usecich: ithned po
ptipravé roztoku, 3 hodin od piipravy, 24 hodin a tyden od ptipravy. Podle porovnani
naméfenych hodnot ploch piku klesl obsah AMP v roztoku, ktery byl skladovéan
v lednici za 3h 05 %, 12 h 023 %, 24 h 0 44 % a za tyden o 74 %. KdyZ byl ten samy
roztok standardu skladovan v mrazaku klesl obsah AMP za 3ho2 %, 12ho 7 %,
24ho012% aza tydeno 21 %. Piedpokladalo se stejné chovani vsSech standardi
a vysledek byl uplatnén na vSechny tfi standardy. Podobna stabilita zasobnich roztokt
byla zjisténa i pro ADP a ATP, ikdyz jejich Ubytek nebyl sledovan ve vSech vyse
uvedenych podminkach, bylo zvoleno uchovavani v mrazdku. Podle poklesu obsahu
nukleotidll v zasobnich roztocich bylo tedy ziejmé, ze nejvhodnéjsi uchovavani roztoka

standardl je v mrazdku. AvSak ani tam by nebylo vhodné uchovavat roztoky pfili§
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dlouho (maximalné tyden), protoze rozklad latek v nich obsazenych (pfedevSim ATP) je

nizkou teplotou pouze zpomalen, nikoliv zastaven.

4.3 Kalibracni zavislost pro roztoky standardu

V nasledujicich obrazcich (obr. 11 —13) jsou zobrazeny kalibra¢ni zavislosti
jednotlivych standardl. Ty byly sestrojeny, po prométeni danych vzorkd, z hodnot pro
plochu piku v zavislosti na koncentraci dané¢ho kalibracniho roztoku. Po prolozeni bodi
regresni pifimkou byla ziskdna smérnice pfimky a koeficient determinace. Kalibrace
probihala za vySe zminénych optimalizovanych podminek, tedy byla pouzita kolona
Nucleogel SAX 1000-8, 50 x 4,6 mm, mobilni fazi byl 0,2mol/L roztok KH>PO4
(pH =5,00), pritok MF byl 1 mL/min, velikost nastfiku vzorku 5 pL a detekce
probihala pfi vinové délce 260 nm. Bylo pracovano s ¢istymi latkami (standardy) bez
pritomnosti rostlinného materialu.

AMP poskytoval v daném chromatografickém systému ostry, symetricky pik
sretenénim  ¢asem  t,= 0,911 minuty. Kalibraéni zavislost byla sledovana
v koncentraénim rozmezi: 0,0002 — 1,0 mg/mL (obr. 11). Pro AMP byla stanovena mez
detekce (LOD): 2,0 - 10* mg/mL (5,8 - 10”7 mol/L), amez stanovitelnosti (LOQ):
6,6 - 10 mg/mL (1,9 - 10° mol/L).
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Obr. 11 Kalibra¢ni zavislost plochy piku AMP na koncentraci roztoku standardu AMP Pouitd kolona:
Nucleogel SAX 1000-8, 50 x 4,6 mm, slozeni MF: 0,2mol/L KH,PO4 (pH = 5,00), pritok MF: 1 mL/min,
velikost nastriku: 5 uL, UV detekee pfi vinové délce: 260 nm.

38



Standard ADP poskytoval v daném chromatografickém systému, stejné jako
AMP, ostry a symetricky pik s retenénim ¢asem t; = 1,667 minuty. Kalibra¢ni zavislost
byla sledovéna ve stejném koncentracnim rozmezi jako u AMP a to:
0,0002 — 1,0 mg/mL, (viz obr. 12). Z naméfenych vysledki byla pro ADP stanovena
mez detekce (LOD): 2,0 - 10* mg/mL (4,7 - 10”7 mol/L), a mez stanovitelnosti (LOQ):
6,6 - 10 mg/mL (1,5 - 10 mol/L).
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Obr. 12 Kalibra¢ni zavislost plochy piku ADP na koncentraci roztoku standardu ADP-Pouzita kolona:

Nucleogel SAX 1000-8, 50 x 4,6 mm, slozeni MF: 0,2mol/L KH,PO4 (pH = 5,00), pritok MF: 1 mL/min,
velikost nasttiku: 5 pL, UV detekce pfi vinové délce: 260 nm.

ATP poskytoval v daném chromatografickém systému symetricky, avSak
jednalo se o $irsi (vice rozmyty) pik nez u predeslych dvou ribonukleotidti. Retenéni ¢as
tohoto standardu byl t.=7,262 minuty. Kalibraéni zavislost byla sledovana
v koncentraénim rozmezi: 0,002 — 1,0 mg/mL (obr. 13). Koncentrace 0,0002 mg/mL
ATP byla uz pfilis nizka a nebylo mozné rozlisit pik dané latky od Sumu zékladni linie.
Proto nebyla série koncentraci 0,001 — 0,0002 mg/mL vyuzita pro kalibra¢ni zavislost.
Pro ATP byla stanovena mez detekce (LOD): 2,0 - 10~ mg/mL (3,9 - 10°mol/L), a mez
stanovitelnosti (LOQ): 6,6 - 10° mg/mL (1,3 - 10> mol/L).
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Obr. 13 Kalibra¢ni zavislost plochy piku ATP na koncentraci roztoku standardu ATP Pouzita kolona:

Nucleogel SAX 1000-8, 50 x 4,6 mm, slozeni MF: 0,2mol/L. KH>PO4 (pH = 5,00), pritok MF: 1 mL/min,

velikost nasttiku: 5 pL, UV detekce pfi vinové délce: 260 nm.

Vsechny kalibra¢ni zavislosti byly linearni v celém koncentraénim rozsahu.

V tabulce 2 jsou piehledné€ zobrazeny kalibra¢ni parametry vSech standardil.

Tabulka 2 Prehled kalibra¢nich parametrti

Retenéni . . _ Koeficient
« Rovnice Kalibraéni .
Standard cas . . . determinace
. zavislosti 5
[min] R
AMP 0911 |y=38,36" 10%x +20500 0,9990
ADP 1,667 |y=6,76 - 10%x + 2487,7 0,9999
ATP 7,262 |y=6,38 - 10%x - 2726,4 0,9999

4.4 Stanoveni AMP, ADP a ATP v realnych vzorcich

Pro stanoveni AMP, ADP a ATP v rostlinné matrici byly pouzity tabdkové listy

zpracované dvéma rliznymi zplisoby: mraZené listy tabdku a lyofilizované listy tabaku.

Vzorky byly pfipravovany nékolikrat, nebyly tak méfeny pouze z jedné extrakce. Pro

extrakci byly pouzity postupy zjisténé z literarni reserse, které podle autord byly pro

extrakci nami studovanych latek dostacujici. Na obrazcich 14 a 15 jsou chromatogramy

ziskané pii extrakci z mrazenych tabdkovych listd (obr. 14) a extrakci z lyofilizovanych

tabakovych listl (obr. 15)
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Obr. 14 Chromatogram vyextrahovanych latek z mrazeného tabaku (extrakce deionisovanou vodou).

Pouzita kolona: Nucleogel SAX 1000-8, 50 x 4,6 mm, slozeni MF: 0,2mol/L KH,PO, (pH = 5,00), prutok
MF: 1 mL/min, velikost nasttiku: 5 pL, UV detekce pfi vinové délce: 260 nm.
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Obr. 15 Chromatogram vyextrahovanych latek z lyofilizovaného tabéku (extrakce deionisovanou
vodou). Pouzitd kolona: Nucleogel SAX 1000-8, 50 x 4,6 mm, slozeni MF: 0,2mol/L KH;PO4
(pH = 5,00), pratok MF: 1 mL/min, velikost néstfiku: 5 uL, UV detekce pii vlnové délce: 260 nm.
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V obou chromatogramech na obr. 14 a 15 je mozné vyhodnotit 2 piky, jejichz
retencni Casy jsou velice podobné retenénim casim standardi AMP a ADP. Pik
s reten¢nim Casem odpovidajicim ATP nebyl v chromatogramu zaznamenan. Retencni
¢as druhého piku se od reten¢niho ¢asu standardu ADP lisi 0 9 sekund (byl kratsi),
u prvniho piku je rozdil 7 sekund v porovnani s retencnim casem standardu AMP.
Nejdiive této skutecnosti nebyl piisuzovana velky vyznam, teplota v laboratofi
vyznamné vzrostla vlivem tropického pocasi a také mohlo dojit k mirné degradaci
stacionarni faze.

Aby bylo mozné vyhodnotit G¢innost extrakéniho postupu, bylo k mrazenym
1 lyofilizovanym listiim tabaku piidano znamé mnozstvi standardi AMP, ADP a ATP
abyla provedena extrakce vrouci deionisovanou vodou, postup viz kapitola 3.4.4.
Naméiené plochy piki, u kterych jsme predpokladali, ze odpovidaji standardim AMP
a ADP, byly vyrazn¢ vyssi, nez by odpovidalo pfidanému mnozstvi standardd. Pii
opakovani extrakce tabakovych listli s pfidanymi standardy se vysledky velmi
dramaticky lisily.

Jelikoz extrakce probihala za vysokych teplot (75 °C az 100 °C) a namétené
plochy pikti vykazovaly takové odlisnosti, bylo nutné ovéfit, zda nedochéazi k destrukci
nami studovanych adenosin-5’-ribonukleotidii ve vzorku. Smés zdsobnich roztoki
standardii byla tedy pfed méfenim upravena stejné jako extrahovany vzorek (vafici
deionisovana voda a temperovand ultrazvukova lazen) a byla provedena extrakce bez
pfitomnosti rostlinné matrice. Ze zméfeného chromatogramu této extrakéni smési
(obr. 16) bylo zjevné, Ze zvolenym extrakénim postupem nedochazi k destrukci
studovanych nukleotidi. Koncentrace kazdého ze standardi ve smési byla 7,7 - 107
mg/mL. Vytézek standard z této extrakce byl: AMP 119,5 % (9,2 - 102 mg/mL), ADP
81,8 % (6,3 - 102 mg/mL), ATP 92,2 % (7,2 - 102 mg/mL). U standardu AMP doslo,
v extrahovaném roztoku standardii, dokonce ke zvyseni obsahu. Pravdépodobné to bylo

zpiisobeno rozkladem nékterého ¢i obou zbylych standardii na AMP.
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Obr. 16 Chromatogram smési standardii po extrakci deionisovanou vodou, Pouzita kolona: Nucleogel

SAX 1000-8, 50 x 4,6 mm, slozeni MF: 0,2mol/L KH,PO4 (pH = 5,00), pritok MF: 1 mL/min, velikost
nastiiku: 5 pL, UV detekce pfi vinové délce: 260 nm.

Nejprve byly piky na chromatogramech extrahovanych vzorka (obr. 14 a 15)
pfisuzovany latkdim AMP a ADP, ikdyz retencni Casy obou zaznamenanych pikt
nebyly Upln¢ totozné sretencnimi casy standardi AMP a ADP, naméfenymi
v optimalizované MF (viz obr. 10). Po porovnani chromatogramli na obr. 14 a 15
s chromatogramem zméfenym pro extrahovanou smés standardii bez rostlinné matrice
(obr. 16) a predev$im po bliz§Sim prozkoumani absorpénich maxim pikd 1 a 2 analytd
extrahovanych z tabadkovych listd (obr. 14 a 15), byla tato domnénka vyvracena. Prvni
pik, ktery mél pattit AMP m¢él jiny prabéh absorpéni kiivky s absorpénim maximem pii
255 nm. Druhy pik mél nalezet ADP. I u ného doslo k posunu absorpéniho maxima, a to
k delsim vlnovym délkam. Ob¢ latky, vyextrahované z tabakovych listi vrouci
deionisovanou vodou, se chromatograficky chovaji velmi podobné jako AMP a ADP. Je
tedy mozné, Ze doSlo k tvorbé né&jakého komplexu/aduktu s latkami piitomnymi
v rostlinné matrici, a ze c¢ast molekuly studovanych adenosin-5’-ribonukleotidd,
zodpovédna za vazbu na iontové vyménnou kolonu, zlistala zachovana.

Dalsi moznosti, jak extrahovat studované latky z lyofilizovanych listti tabaku

byla, podle literarni reSerSe, extrakce kyselinou chloristou. Do kéadinky s0,2 g
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homogenni rostlinné matrici bylo pfilito 5 ml vaficiho roztoku 0,07mol/L HCIOs4.
Kédinka byla piikryta hodinovym sklickem a vlozena na 20 minut do temperované
ultrazvukové lazn€é. Po vychladnuti byl extrahovany vzorek zneutralizovan Imol/L
KOH, ptefiltrovan do vialky a natedén 1:1 (v:v) 0,05mol/L KH>PO4 (pH = 7,50). Na
obr. 17 je zméfeny chromatogram. Po jeho vyhodnoceni vSak bylo bohuzel ziejmé, ze

se jedna o stejné latky jako v piipadé extrakce vrouci deionisovanou vodou.
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Obr. 17 Chromatogram latek vyextrahovanych 0,07mol/L HCIO4 z lyofilizovanych listd tabaku.

Pouzita kolona: Nucleogel SAX 1000-8, 50 x 4,6 mm, sloZzeni MF: 0,2mol/L KH,PO4 (pH = 5,00), pritok
MF: 1 mL/min, velikost nastfiku: 5 uL, UV detekce pfi vinové délce: 260 nm.
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5 Zaver
V této diplomové praci byla optimalizovana metoda iontové vyménné

vysokouc¢inné kapalinové chromatografie pro soucasné stanoveni AMP, ADP a ATP.

Byly nalezeny tyto chromatografické podminky:

Kolona: Nucleogel SAX 1000-8, 50 x 4,6 mm
Dévkovani: S5uL

Detekce: DAD, 260 nm

Typ eluce: isokraticka

Mobilni faze: 0,2mol/L KH2PO4, pH = 5,00

Pritok mobilni faze: 1 mL/min

Cas analyzy: 10 minut

Teplota: 25°C

Vyhodnoceni: Chromatograficky software Empower 3

Pti téchto podminkach se podatilo dosahnout separace vSech analytd. Vysledné
reten¢ni Casy standardl byly: AMP = 0,911 min, ADP = 1,667 min, ATP = 7,262 min.

Dale byla zjisténa stabilita zasobnich roztokl standardl pii riznych podminkach
béhem nékolika cCasovych usekl. Pro vyhodnoceni mnozstvi studovanych latek
vredlném vzorku byly nasledné sestrojeny kalibraéni zavislosti pro vsSechny tii
standardy. Z namétenych vysledkd byly pro vSechny tii standardy uréeny mez detekce
(LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ). Pro AMP bylo stanoveno LOD: 2,0 - 10* mg/mL
(5,8 - 107 mol/L), a LOQ: 6,6 - 10* mg/mL (1,9 - 10°° mol/L). Pro ADP bylo stanoveno
LOD: 2,0 - 10* mg/mL (4,7 - 107 mol/L), a LOQ: 6,6 - 10* mg/mL (1,5 - 10 mol/L).
Pro ATP bylo stanoveno LOD: 2,0 - 10~ mg/mL (3,9 - 10°°mol/L), a LOQ: 6,6 - 10
mg/mL (1,3 - 10° mol/L).

Optimalizovand separa¢ni metoda byla nasledné pouzita k analyze realn¢ho
vzorku listd tabaku virginského (Nicotiana tabacum L.). Jednalo se o mrazené
a lyofilizované listy rostliny tabaku. Na zaklad¢ literarni reSerSe byly vyzkouSeny dvé
metody extrakce studovanych nukleotidd, a to vrouci deionisovanou vodou s naslednou
extrakci ultrazvukem pii teploté 75 °C po dobu 20 minut a vrouci kyselinou chloristou
s extrakci v 75°C ultrazvukové 14zni po dobu 20 minut. Nicméné ani jednim z pouzitych

extrak¢énich postupli se nepodafilo zkoumané adenosinové ribonukleotidy extrahovat.
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Diivodem mohla byt Spatné zvolena extrakéni metoda, ale 1 nevhodné zvoleny zptsob

uchovani rostlinné matrice.
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