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ABSTRAKT (CZ)

Predkladana dizertacni prace se zabyva stanovenim nukleotidi v bakteridlnich buikéch.
Nukleotidy hraji kli¢ovou tlohu ve vétSin€ metabolickych déji, a proto informace o jejich
zastoupeni je dilezitym voditkem o vlivu internich i externich podminek na latkovou preménu
bakterii.

Dosud publikované prace zabyvajici se analyzou nukleotidii a jinych intracelularnich
metabolitli 1ze rozd¢lit na dvé skupiny podle pouzivané techniky: a) prace s metabolomickym
pfistupem a b) prace s uzkou skupinou cilovych analytii pro rutinni analyzu. V ptipadé a)
vétSinou autofi vyuzivaji nejmoderngjsi techniky LC-MS/MS, v ptipadé b) robustni UV detekci
nejcasteji ve spojeni s IP-LC. Cilem této prace bylo spojit oba pfistupy a ziskat metodu pro
rutinni analyzu, kterd by ale vyuzivala benefiti hmotnostni detekce, jako je citlivost a
selektivita, a zaroven by nevyzadovala naro¢né optimalizovani MS/MS piechodii a odbornou
obsluhu. Hlavni zdmér nové HILIC-MS metody je jeji univerzalni aplikovatelnost ve vétSing
biologickych a biochemickych laboratofi.



ABSTRACT (EN)

This thesis deals with the determination of nucleotides in bacterial cells. Nucleotides play
crucial role in most of the metabolic pathway. Determining their concentrations could give us
important clues about the influence of internal and external conditions on the bacterial
metabolism.

Previously published papers dealing with the analysis of nucleotides and other intracellular
metabolites can be divided into two groups according to the analytical approach: a)
metabolomic approach and b) targeted approach dealing with narrow group of target analytes.
In the case a) most authors use the state-of-the-art LC-MS/MS technique, whereas in the case
b) robust UV detection coupled mainly to IP-LC is widely used. The aim of this study was to
combine both approaches to obtain a method for routine analysis that would take advantages of
mass detection, such as sensitivity and selectivity, while avoiding the need of demanding
optimization of MS/MS transitions and expert service. The main purpose of the newly
developed HILIC-MS method is its universal applicability in most biological and biochemical
laboratories.



SEZNAM ZKRATEK:

(p)ppGpp guanosin tetra- a pentafosfat (guanosin 5°-difosfat-3‘-difostat, guanosin 5°-
trifosfat-3 ‘-difosfat)

2D dvoudimenzionalni

ADP adenosin difosfat

AEC adenylatova energie

AMP adenosin monofosfat

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku
API 1onizace za atmosférického tlaku

APPI fotoionizace za atmosférického tlaku

ATP adenosin trifosfat

BEH bridged ethyne hydride

C18 oktadecyl

cAMP cyklicky adenin monofosfat
c-di-GMP cyklicky diguanosin monofosfat
CN kyanoethylova kolona

DNA deoxyribonukleova kyselina
dNTP deoxynukleotid trifosfat

DoE navrh experimentu

ERLIC kapalinova chromatografie vyuzivajici elektrostatické repulze

ESI ionizace elektrosprejem

FA kyselina mravenci

FAD flavin adenin dinukleotid

GC plynova chromatografie

GC-MS  plynova chromatografie s hmotnostni detekci

SF staciondrni faze

GDP guanosin difosfat

GTP guanosin trifosfat

HAc kyselina octova

HILIC hydrofilni interak¢ni kapalinova chromatografie

IEC iontoveé vymeénnd chromatografie

ICH The International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use

IP-LC iontové-parova chromatografie

IS vnitini standard

IT iontova past

LB lysogenni bujon

LC-MS  kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

LOD limit detekce

LOQ limit kvantifikace

MALDI  desorpce s asistenci matrice

MBP maltose-binding protein

ME matri¢ni efekty

MFa matri¢ni faktor

MF mobilni faze

MS I Magic spot I

MS II Magic spot 11

MS hmotnostni spektrometrie

MS/MS  tandemové hmotnostni spektrometrie
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NAD
NADH
NADP
NADPH
NH,
NHsAc
NTP
PEP
pGpp
ppGpp
pppGpp

QqQ
qTOF

RNA
RP
RSD
SF
SiOH
SPE
SR
THF
TOF
UHPLC
ULQ
USP
uv
ZcH
ZH
ZpH

>\rmax

nikotinamid adenin dinukleotid

redukovany nikotinamid adenin dinukleotid
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
redukovany nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
amino kolona

octan amonny

nukleotid trifosfat

pentaflorfenylova kolona

GMP 3’-difosfat

guanosin tetrafosfat (guanosin 3‘-difosfat-5‘-difosfat)
guanosin pentafosfat (guanosin 3‘-difosfat-5°-trifosfat)
trojity kvadrupol

hybridni analyzator doby letu s kvadrupdlem
ribonukleova kyselina

reverzni faze

relativni smerodatna odchylka

staciondrni faze

silikagelova kolona

extrakce na tuhou fazi

stringentni odpoveéd

tetrahydrofuran

analyzator doby letu

chromatografie s velmi vysokym rozliSenim
horni mez detekce

U.S. Pharmacopeia

ultrafialovy

ZIC-cHILIC

ZIC-HILIC

ZIC-pHILIC

extink¢ni koeficient

absorpéni maximum

smérodatna odchylka
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1 CILE PRACE

Tato dizertaéni prace je zaméfena na vyvoj univerzalni metody pro analyzu obsahu
nukleotid v bakteridlnich bunkach, ktera by meéla byt jednoduchd, robustni a zaroven
pouzitelnd v (téméf) kazdé biologické laboratofi. Hlavni prace je vénovana optimalizaci
analytickych parametrti, od vybéru vhodné kolony a mobilni faze po moznosti zvyseni citlivosti
za pouziti vysoce citlivych hmotnostnich detektorti. Dale jsou porovnany jednotlivé extrakeni
postupy pro co nejvyssi vytéznost jednotlivych analyti s ohledem na jejich opakovatelnost.

Velky duraz je kladen na jednotlivé kroky, které mohou vést k neptesnym vysledkiim a
které mohou kriticky ovlivnit celou analyzu. V dasledku je predlozen jednoduchy manual, ktery
by po upraveé parametri podle vybaveni laboratofe mél slouzit v kazdé laboratoti zabyvajici se
analyzou biologického materialu.

Metoda byla vyvijena na dvou HPLC-MS pfistrojich s jednoduchym kvadrupdlem a na
zavér validovana na pfistroji UPLC-qTOF s kolonou Zic-cHILIC. Vyvinutd metoda byla
aplikovéana na bunééné extrakty bakterii Escherichia coli kultivovanych jednak za standardnich
podminek a jednak za pfitomnosti antibiotika mupirocinu, ktery u E. coli vyvolava stringentni
odpovéd’, coz se projevi mj. zménou koncentraci nékterych nukleotidi. Zavérem byla
otestovana univerzalnost pouziti i na extraktech jiného bakteridlniho rodu, a to Mycobacterium
smegmatis.



2 TEORETICKY UVOD

2.1 Analyza nukleotidu v bakterialnich buiikiach

Nukleotidy jsou malé polarni molekuly, které se aktivné tic¢astni mnoha biochemickych
pochodl v prokaryontnich bunikach i1 bunkach rostlin, Zivo¢ichti a hub. Adenosin trifosfat
(ATP) slouzi jako stala “energetickd ména” bunky [1], zatimco guanosin trifosfat (GTP) je
vyuzivan jako okamzity zdroj energie pii proteosyntéze. Uridinové derivaty jsou nejb&znéjSimi
intermediaty pti pfemeén¢ uhlovodikt [2] a jejich cytidinova analoga slouzi jako meziprodukty
pti biosyntéze fosfolipidl [3]. Nukleotidy se uplatiiuji jako stavebni jednotky makromolekul —
deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a ribonukleové kyseliny (RNA). Nekteré derivaty
nukleotidii slouzi v bunikach jako koenzymy (napf. ATP, acetylkoenzym A, nikotin adenin
dinukleotid [NAD], nikotin adenin dinukleotid fosfat [NADP], flavin adenin dinukleotid
[FAD]), jiné maji regulacni efekt. Takovéto nukleotidy, které riznymi zplsoby ovliviuji
metabolismus na bunéfné urovni, se nazyvaji “druhymi posly” (napf. cyklicky adenin
monofosfat [cAMP], cyklicky diguanosin monofosfat [c-di-GMP] a guanosin tetra- a
pentafosfat [(p)ppGpp] [4]). Nejen pfitomnost konkrétnich nukleotidii v bunééném extraktu,
ale 1 jejich koncentrace svéd¢i o fyziologickém stavu, ve kterém se bunka nachazi. Proto je
jejich identifikace a kvantifikace dllezitou soucésti rutinni analyzy v biochemickych a
biologickych laboratofich, kde se zabyvaji vlivy konkrétnich modifikaci enzymového aparatu,
genetickou upravou nebo vlivem podminek prostfedi na metabolismus buiiky. Stanoveni
nukleotid je také nedilnou soucasti metabolomiky, kterd se zabyva stanovenim
nizkomolekuldrnich latek, které se wuplatiuji v metabolismu celého organismu (tzv.
metabolom), tkdni nebo jednotlivych bunék [5].

Analyzou nukleotidll v bunééném extraktu se zabyvalo mnoho laboratofi od 40. let 20. stoleti
[6, 7]. Tento tikol se sklada ze sekvence postupti (Obrazek 1), kdy kazdy krok mutize citelné
ovlivnit vysledek analyzy. NiZe budou diskutovany dil¢i kroky a nejbéznéjsi postupy, které se
pii stanovovani intraceluldrnich metaboliti uplatiuji.
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Obrazek 1: Schéma nejbéznéjsich postupi pro studovani intracelularnich metabolith
v bunkéch.

2.2 Kultivace bakterii

Bakterie se péstuji pro ucely stanoveni metaboliti v (i) tekutych ptidach nebo (ii) na filtru.
Kultivaéni médium ma vliv na hodnotu intracelularnich 1 extracelularnich metabolitt.
Nejcastéji se pouziva definované minimalni médium ptipravované podle jednoznacné daného
protokolu [8, 9]. V takovémto minimdlnim médiu jsou obsazené zdroje organickych i
anorganickych biogennich prvki a jeho pH je upraveno na optimalni hodnotu pro rist daného
bakteridlniho rodu. SloZeni kultivaéniho média se lisi podle bakterialniho rodu a podle
pozadavkl na zdroje Zivin. Velkou vyhodou minimalniho média je jeho pfesné¢ definované
sloZeni, a tedy 1 moZnost zopakovat experiment za konstantnich podminek. Také pouZiti
bioreaktoru umoznuje presné dodrZeni kultivacniho roztoku a tim i1 zvySuje opakovatelnost
experimentu [10].

Dalsi moZnosti je pouziti univerzalniho bujonu, ktery je bohaty na Ziviny a jednoduchy na
pfipravu. NejbéZnéjSim bujonem je LB-médium (lyzogenni bujon, z angl. Lysogeny Broth,
nékdy nazyvané také Lauria-Bertani médium), pfipravené v 50. letech Giuseppem Bertanim
[11]. LB médium se od poc¢atku hojné vyuziva pro kultivaci E. coli pro laboratorni i priimyslové
ucely. Zasadni nevyhodou tohoto média je rozdilné sloZeni mezi jednotlivymi SarZemi, protoze
se pfipravuje z kvasinkového extraktu, coz muze ovlivnit opakovatelnost jednotlivych
experimentd.

Kultivace na filtru se vyuziva obvykle pro metabolomické studie [9, 12]. Bunky narostlé na
urcitou optickou hustotu (OD, z angl. optical density) v kapalném médiu se prefiltruji ptes
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nitroceluldzovy filtr a spolu s filtrem pfemisti na agarosovy podklad smoceny v kompletnim
minimalnim médiu. Vyhodou takového pfistupu je velmi rychly odbér vzorku a zastaveni
metabolismu.

Bakterie béhem kultivace prochazi ¢tyfmi fazemi riistu (Obrazek 2) — (i) pocatecni lag fazi,
kdy se buiika adaptuje na rastové podminky, a jesté¢ nedochazi k délenti, (ii) exponencialni, nebo
téz logaritmickou fazi (log faze), kdy dochdzi ke zdvojeni populace za urcity ¢asovy usek, (iii)
stacionarni fazi, ve které obvykle dojde zadsoba nekteré Ziviny v médiu nebo naopak je do média
uvolnéno pfili§ mnoho toxického produktu metabolismu. V této fazi je vyrovnana rychlost riistu
a uhynu bun¢k, a (iv) faze odumirani. Vétsinou se stanovuji intracelularni metabolity v (ii)
exponencialni fazi ristu, kdy je v médiu dostatek zivin a koncentrace metaboliti odpovida
sloZzeni média a bakteridlnimu druhu.

stacionarni

odumirani

Pocet bakteridlnich
bunék (log)

W

cas

Obrazek 2: Grafické zndzornéni typické kiivky rastu bakterii v kultivacnim médiu (podle

[13])

Na konci 60. let 20. stoleti D. Atkinson popsal pomoci jednoduché rovnice:
AEC = ([ATP] + 0.5 [ADP])/([ATP] + [ADP] + [AMP]) (1)

kde ATP znaci adenosin trifosfat, ADP adenosin difosfat a AMP adenosin monofofat, zda
se bunka nachazi v rovnovazném energetickém stavu. Parametr, ktery popisuje tato rovnice,
nazval pomérem adenylatové energie (AEC, z angl. Adenylate Energy Charge) a ukazuje, zda
ptevlada syntéza nebo hydrolyza ATP [14]. Pomoci tohoto poméru Ize urcit, v jaké fazi rlstu
se buiika nachazi. V exponencialni fazi rastu je hodnota AEC> 0,8, niz$i hodnoty ukazuji na
stacionarni fazi rastu [15].

2.3 Odbér a zpracovani bakterialnich vzorki

Zvoleny zptsob vzorkovani hraje kliCcovou ulohu v dosazenych vysledcich. Latkova
pfeména nékterych nukleotidl je velmi rychla, napt. ATP se ucastni biochemickych pfemén
v fadech milimoll na litr za sekundu [16]. Jiné nukleotidy jsou nestabilni a snadno podléhaji
chemické degradaci (napi. redukovany nikotinamid adenin dinukleotid [NADH] a redukovany
nikotinamid adenin dinukleotid fostat [NADPH]). Polyfosfaty, napft. trifosfaty nebo (p)ppGpp
(guanosin  3°‘-difosfat-5°-difosfat a guanosin 3°-difosfat-5‘-trifosfat), jsou nachylné
k hydrolyze, a to pievazné v kyselém prostiedi. (p)ppGpp diky pfitomnosti volnych fosfat na
labilné;jsi pozici 3" podléha jak hydrolyze, tak i cyklizaci v zdsaditém prostiedi (participaci 2¢-
hydroxylové skupiny). Je tedy nezbytné brat ohled na vSechny vySe zminéné faktory a snaZzit se
o co nejrychlej$i zastaveni metabolismu a o co nejSetrnéj$i extrakci analyti. Obvykle se
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piiprava analytického vzorku z bunééného materialu sklada z nékolika krokt — 1) odbér vzorku;
2) extrakce analytil; a 3) preciSténi a/nebo zakoncentrovani vzorku. Nejbéznéjsi postupy pro
kazdy krok jsou shrnuty na Obrazku 1. Dilezitym parametrem pro odbér a extrakci
bakteridlnich vzorki je kromé celkové vytéznosti analytil také celkovy ¢as a naklady.

2.4 Odbér vzorku

Obvykly postup je oddé€leni bakterii od kultivacniho média bud’ (i) filtraci [17] nebo (i)
centrifugaci [ 18] a nasledné zastaveni metabolismu. Protoze zastaveni metabolismu musi nastat
co nejdiive po odbéru bunék, upiednostiiuje se filtrovani kultivacni pidy, které trva v fadu
jednotek vtefin, pfed odstfedénim, trvajicim jednotky minut. Béhem této doby mtize dochazet
k enzymatickym reakcim, které dynamicky méni metabolicky profil [19]. Navic jsou bunky
béhem separa¢niho kroku vystaveny stresu a tim je pozménén i jejich metabolismus.
Opakovatelnost méteni pti pouziti centrifugace je tedy vyrazné nizsi [19]. Centrifugacni krok
muze byt zafazen az po zastaveni metabolismu [20, 21], kdy hladinu nukleotidt jiz dramaticky
neovliviiuje. Diky citlivéjsim detekénim technikdm neni potieba pro stanoveni analyti velké
mnozstvi vzorku, jako tomu bylo diive, coz dovoluje uptfednostnit filtraci ¢i ptimou kultivaci
na filtru pred odsttedénim.

Kultivace na filtru je oblibena pti metabolomickych studiich 21. stoleti a obvykle néasleduje
protokol Bennetta a kol. [9]. Spociva v Setrné filtraci bunc¢k v rané exponencialni fazi ristu
(ODg¢so = 0,1) a nasledné kultivaci bunék na filtru na agarosové misce do kyZzené optické
hustoty, méfené po intenzivnim promyti bunék vazanych na filtr uréitym objemem média.
Velkou vyhodou je rychlé oddéleni filtru s buitkami od média a jeho pfesunuti do extrakéniho
rozpoustédla.

Analyticky vzorek se také mulze pfipravit bez pocateéniho oddéleni bunék od média.
Alikvot bun&né kultury spolu s riistovym médiem je tak pfidan do extrakéniho roztoku, kde
dojde zarovei k inaktivaci enzymil. Tento zplsob je jednoduchy a obvykle Setrny k rychle se
metabolizujicim analytim. Nevyhodou je ale nizkd koncentrace analyti ve vzorku a jeho
vysoka komplexnost. Kromé& stanovovanych metabolitii jsou Casto pfitomny i mnohé slozky
matrice a také vysoka koncentrace soli z riistového média [22]. Casto byva tedy po extrakci
zafazen jeSté preciSt'ujici a koncentraéni krok [21].

Stejné jako pii oddéleni bun¢k od média i u zastaveni metabolismu hraje klicovou tlohu
rychlost. NejCastéji se inaktivace enzymil dosahuje teplotnim nebo pH Sokem. Pii teplotnim
Soku dochazi k okamZitému zmrazeni metabolismu kapalnym dusikem [19, 21] nebo ledovymi
organickymi rozpoustédly. Z roztokii organickych rozpoustédel je nejpopularnéjsi ledovy
methanol s vodou (obvykle 60%), diky vysoké priichodnosti bunéénou sténou. Dale se pouziva
napft. glycerol v solném roztoku [23], ktery vynika vysokou vytéznosti, ovSem zbytky glycerolu
jsou Spatn¢ odstranitelné z bunécnych pelet. Teplotni Sok mlze také nastat varem [10]. Pro
dosazeni prudké zmény pH se pouZzivaji silné anorganické kyseliny, jako kyselina
chlorovodikova, fosfore¢na nebo chlorista [24], kterd byla pouZita 1 v pionyrskych pracich [25],
nebo mén¢ Casto baze.

Zvoleny zptsob ovliviiuje nejen celkovou vytéznost metabolitl, ale i integritu bunécné
stény. Je-1i bunécné sténa pti tomto kroku narusena, dochazi k tiniku intracelularnich metabolit
do rozpoustédla a tim k nesprdvnému stanoveni jejich hladiny. Dilezitou ulohu hraje také
slozeni bun&né stény stanovovaného mikroorganismu, kdy nejkriti¢téjsi prosakovani je
pozorovano u gramnegativnich bakterii (napf. E. coli) a nejméné patrné je u eukaryotickych
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bunék/mikroorganismit  (napt. Sacharomyses cerevisae) [16, 22]. Obecné¢ uniku
vnitrobunénych metabolitl nelze zcela zabranit, je tedy nezbytné stanovit miru jejich prolindni
[22], pokud nejsou buiiky v dob¢ zastaveni metabolismu oddéleny od ristového média.

2.4.1 Extrakce nukleotidu

Extrakce umoznuje uvolnéni intracelularnich metaboliti z bunécnych pelet pro jejich
naslednou analyzu. Extrakéni postupy se lisi podle organismu, ze kterého se uvoliuji, a
stanovovanych analyti. Razné extrakéni protokoly poskytuji odlisné vysledky ve slozeni
metabolitli, na ¢emz se shoduji vSichni autoii srovnavacich studii [10, 16, 19, 26]. Mensi mira
shody panuje jiz v jejich vysledcich, kdy napt. Hiller a kol. doporucuji pro extrakei E. coli vatici
vodu a pozoruji vybornou opakovatelnost [10], zatimco Winder a kol. vatici rozpoustédla
rezolutné odmitaji a upozornuji na vyrazné nizsi vytéznost intraceluldrnich metaboliti [16].
K extrakci mtize dochazet po inaktivaci enzymii nebo soubézné s ni.

Pro komplexni metabolomické studie se obvykle pouziva extrakce studenymi organickymi
rozpoustédly v rizném pomeéru, kterd mize byt doplnéna mechanickou desintegraci bunééné
stény, napt. pomoci ultrazvuku, opakovaného zmrazeni a rozmrazeni vzorku nebo pomoci
sklenénych kulicek. Nejcastéji pouzivanymi rozpoustédly jsou 60% ethanol [16], 60%
methanol [26], 80% methanol [27], popfipadé kombinace voda/methanol/chloroform [19, 28],
ktera je vhodna zvlasté pro extrakci méné polarnich latek. Bézné jsou také silné kyseliny, ¢asto
se pouziva kyselina chlorista [29] nebo trichloroctova [30], které extrahuji intracelularni analyty
bez nutnosti mechanické desintegrace bunécné stény nebo opakovaného zmrazeni a rozmrazeni
vzorku [31] a vneposledni fadé rychle inaktivuji ptipadnou pietrvavajici enzymatickou
aktivitu. Na druhou stranu pii pouziti kyseliny chlorist¢ dochézi k nereprodukovatelnym
vysledkim, a i pfes zafazeni neutralizacniho kroku hydroxidem draselnym muze dojit
k poskozeni hmotnostné spektrometrického (MS) detektoru [10], at’ jiz zbytkovym
rozpuSténym chloristanem draselnym [32], ktery se vysrdzi na vstupu do detektoru, nebo
vlastnim pouZitim kyseliny. Dal$i nevyhodou je degradace acidolabilnich analytt, proto je pro
komplexni metabolomickou studii potfeba tyto analyty extrahovat i jinym rozpoustédlem,
napiiklad zasadou [10].

Také zasady, jako napf. hydroxid draselny [33] zpusobuji rozklad labilnich latek a pii
nasledujicim neutralizaénim kroku vznika velké mnozstvi soli, kterd rusi hmotnostni detekci
[16]. Stejné tak se pro prokaryotické buiiky nedoporucuje extrakce horkym ethanolem, ktera
zpusobuje rozklad termolabilnich analyti a Unik intraceluldrnich metaboliti do média [16].
Naopak u eukaryotnich kvasinek stanovili Lorek a kol. [34] pro tuto metodu median vytéZnosti
na 95 %.

Pro extrakci nukleotidi se kromé vysSe zminénych rozpoustédel pouzivaji bézné ledové
organické kyseliny (0,5 — IM kyselina mravenci [FA] [20, 35, 36] nebo octova [HAc] [21, 37]),
které jsou dostateCné Ucinné a zaroven Setrné. Zaroven neni vyZadovan neutralizacni krok,
protoZe jsou tékavé, a tak snadno odstranitelné, napt. lyofilizaci.

¥ Wew

2.4.2 PreciSténi a zakoncentrovani

Precistujici krok byva zafazen pii pouziti kyselin ¢i zdsad, po kterych nésleduje
neutralizace, nebo je-li vzorkovana cela mikrobidlni kultura do extrakéniho média bez
ptedchoziho separac¢niho kroku. V prvnim ptipad¢ je tfeba odstranit velké mnozstvi soli, které
by mohlo ovliviiovat nebo znemoznit detekci, zvIasté v piipadé pouziti MS. Pfi vzorkovani celé
kultury do extrakéniho média nasleduje preciSténi a koncentrace analytli na SPE (extrakce na
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tuhou fazi, z angl. Solid Phase Extraction) kolon¢ (Sepharosa), ze kter¢ jsou nasledné uvolnény
vysokou koncentraci soli (2M LiCl) [20]. Vyhodou je, je-1i vysledna stl v solventu nerozpustna,
a tedy je mozné ji odstranit centrifugaci. Bud’ tomu tak je vhodnou volbou neutraliza¢niho
¢inidla, jako v ptipad¢ chloristanu draselného, nebo se vysrazi ze vzorku vhodnym organickym
rozpoustédlem, napf. LiCl 96% ethanolem [21]. Pokud je ve vzorku vysok4 koncentrace
rozpusteéné soli, odstranuje se dialyzou [20], coz je Casove naroény krok.

Vysledny extrakt je potfeba pro ucely analyzy obvykle zakoncentrovat. Béznymi postupy
jsou odpateni za vakua a lyofilizace, ktera je Setrna k termolabilnim analytim. Lyofilizat ¢i
odparek je nasledn¢ zfedén vhodnym rozpoustédlem a analyzovan zvolenou technikou. Povaha
rozpoustédla se 1isi nejen podle polarity analyti, ale i podle separa¢niho kroku, kdy slozeni
nastfikového solventu by mélo byt co nejblizsi poc¢atecnim chromatografickym podminkam.
Pro separace polarnich nukleotidi na oktadecylové (C18) koloné se odparek ¢i lyofilizat
rozpousti ve vodé [20], na HILIC koloné ve vodném acetonitrilu (70% acetonitril, [38]; 70%
acetonitril s 100 mM uhli¢itanem amonnym, [39]; 50% acetonitril, [40]), popt. také ve vodé
[41].

V ptipadé, Ze extrakéni rozpoustédlo je kompatibilni s naslednou analyzou a detekcni
koncovka je dostate¢né citliva, koncentra¢ni krok se muize vynechat [42]. Predejde se tak
ptipadné degradaci labilnich analytd a zkrati se Cas pfipravy vzorku.

2.5 Kvantifikace

2.5.1 Analyza

Pouzivané metody lze rozdélit do dvou majoritnich skupin podle detekéni koncovky
(Obrazek 3). Zatimco detekce na zaklad¢ absorpce svétla v ultrafialové oblasti (UV) prevlada
v rutinnich analyzach v biologickych laboratofich, MS detekce se uplatiiuje nejcastéji pii
metabolomickém profilovani. Oba pfistupy maji sva pozitiva i negativa, kterd se meni s
vyvojem pouzivané techniky. Pro specialni analyzy byla vyuzivana i autoradiografie [36],
nasledna enzymaticka esej [1, 6, 36], nebo konduktometricka detekce [43]. Cilem téchto technik
bylo zvySeni citlivosti, specificity nebo obojiho zaroven. Dnes jsou obvykle tyto metody
nahrazeny vysoce citlivou a specifickou hmotnostni detekei.

Nize jsou jednotlivé separacni kroky rozdéleny podle obvyklého zplisobu detekce se
zaméfenim na pouziti pro kvalitativni a kvantitativni analyzu nukleotidi. Neznamena to, Ze by
se napf. pii pouziti hydrofilni interakéni kapalinové chromatografie (HILIC, z angl.
Hydrophilic  Interaction  Liquid  Chromatography) nukleotidy  nekvantifikovaly
spektrofotometricky [44], nebo naopak Ze by bylo nemoZzné iontovou chromatografii spojit
s hmotnostni detekci [45].
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Obrazek 3: NejbéZzngjsi postupy pii analyze nukleotidi.

2.5.1.1 Autoradiografie

Autoradiografie je analyticka technika, ktera se pouzivé k vizualizaci distribuce radioaktivné
znacenych ¢astic v ploSe, at’ jiz biologického materidlu, jako je tenky fez tkan¢ nebo buiky,
nebo gelu ¢i chromatogramu. Vizualizace je docileno vystaveni specidlniho fotografického
filmu G¢inkiim ionizujiciho zéfeni, které pochézi z radioaktivnich ¢astic. Kvantifikace 1ze poté
docilit pomoci denzitometrie [46] nebo scintilacniho detektoru [36].

V dobach, kdy nebyla MS detekce pfili§ rozsifena, ionizace byla mozna pouze za sniZzené
tlaku a MS analyzatory nedosahovaly pfili§ vysoké citlivosti, se pro detekci a kvantifikaci
nizkych koncentraci nukleotidi pouzivalo jejich znadeni radioaktivnim fosfitem 32P. Buiiky
byly inkubovany v médiu, které obsahovalo volny radioaktivni fosfat 3°P; a velmi nizkou
koncentraci neznaceného fosfatu. Po oddé€leni bun¢k od média se vysledny metabolicky extrakt
podrobil chromatografii, at’ jiz v tenké vrstvé [36], na papife nebo na nitrocelulosovém filtru
[47]. I kdyz metoda ptinasi velkou vyhodu ve vysoké citlivosti, nevynika selektivitou a je tieba
dasledné separace vSech molekul, které obsahuji fostat, nejen nukleotidi.

2.5.1.2 Enzymaticka detekce

Enzymaticka detekce je zalozend na reakci enzymu se substratem, jejiz produkt ma urcitou
kvantitativné méfitelnou vlastnost, nejcastéji absorpci nebo emisi svétla pii ur€ité vinoveé délce.
Napft. Schneider a kol. vyuzili luminiscence (spontdnni emise svétla) pfi stanoveni koncentrace
ATP v E. coli v zavislosti na rychlosti rlstu po reakci s luciferdzou [1]. Reakce enzymu se
substratem je specifickd, navic jsou pro urcité enzymatické reakce i snadno dostupné
piedpfipravené komeréni sady, napt. NAD'/NADH. Nevyhodu je pouzitelnost téchto metod
pouze pro konkrétni nukleotidy nikoli pro celkové zastoupeni vSech nukleotidd v butice.
Detekéni limity jsou €asto vyssi ve srovnani s MS a nékteré metody mohou poskytovat faleSné
pozitivni ¢i negativni vysledky.
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2.5.2 Metody vyuzivajici spektrofotometrickou detekci

Spektrofotometrickd detekce patii mezi spektralni techniky, spolu s napf. infraervenou
spektrometrii a nukledrni magnetickou rezonanci. Principem je pohlceni svétla o riizné vinové
délce, které je vysilano monochromatickym zdrojem zafeni. K tomu dochazi pii prichodu
roztoku vzorku kyvetou. Intenzita svétla, kterd neni pohlcena, se méii na detektoru a je v
urcitém rozsahu koncentraci pfimo umérnd mnozstvi absorbujici latky v roztoku. Tuto umeéru
1ze vyjadiit Lambert-Beerovym zakonem, ktery je dan vztahem:

A=gcl 2

kde A je naméfend absorbance, €. je molarni absorpcni koeficient o vinové délce A, c je
koncentrace absorbujici latky a I je tloustka absorp¢ni vrstvy. Pokud méfime pouze jednu ¢i
nekolik mélo vinovych délek, hovoiime o spektrometrii. Pokud métime soucasné celé spektrum
v urcitém rozsahu vinovych délek, hovofime o spektrofotometrii.

Diky pritomnosti nukleobaze absorbuji nukleotidy UV zéfeni. Absorpcni maxima (Amax) se
1i$1 v zavislosti na ptitomné nukleobazi a jejich hodnoty jsou vedeny v Tabulce 1. Vzhledem k
tomu, Ze se Amax VSech nukleobazi pohybuje v oblasti kolem 260 nm, ¢asto je prave tato vinova
délka pouzita k jejich simultanni identifikaci a kvantifikaci. Detekce pomoci UV absorpce se
pouziva od pionyrskych praci do dnesni doby a vyuziva pii tom dvou majoritnich vyhod: 1) pfi
separaci jednotlivych analyti se mohou pouzit jakakoli aditiva a rozpoustédla neabsorbujici
v oblasti blizké Amax nukleobazi; a 2) pti kvantifikaci se vyuziva vztahii Lambert-Beerova
zakona (2), ktery je v rozmezi 2-3 koncentracnich fadu ve vétSiné piipada linearni (viz.2.5.5,
(ii1) Linearita a pracovni rozsah). V tomto ptipad¢ jsou obvykle nukleotidy separovany pomoci
iontové-vyménné chromatografie (IEC, z angl. Ion Exchange Chromatography) na
iontoménicich nebo s vyuZitim iontové-parovych €inidel na reverzni fazi (IP-LC, z anglického
Ion Pair Liquid Chromatography).

Baze Zkratka €260 Smax Ao 48> 4]
[L-mol'-cm™]“8 | [L-mol!-cm ]
Adenin A 15020 15400 259
Guanin G 12080 13700 252
Cytosin C 7070 9000 271
Uracil U 9660 10000 262
Thymin T 8560 9650 267
Hypoxantin Hyp 75008 12300 248

Tabulka 1: Hodnoty extink¢nich koeficientd (€) pti 260 nm (€260) @ pfi maximalni vinové
délce (exmax) a vinové délky absopéniho maxima (Amax).

2.5.2.1 lIontové-vyménna chromatografie (IEC)

Principem IEC jsou interakce mezi nabitymi analyty a opac¢né nabitymi funkcnimi
skupinami iontoménice (ionexu), ktery je ukotven na stacionarni fazi (SF). Sila interakce zavisi
na velikosti naboje analytu 1 ionexovych skupin. Analyt je pak vytésnén rostoucim
koncentracnim gradientem mobilni faze [51]. Elu¢ni pofadi je urCeno velikosti celkového
naboje analytu, v pfipad¢ nukleotidii jsou tedy monofosfaty eluovany nejdiive a polyfosfaty
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nejpozdéji. Cyklické monofosfaty vykazuji velmi slabou retenci a nukleosidy se eluuji blizko
mrtvého objemu.

Podle polarity funkénich skupin délime ionexy na katexy (polyvalentni kyseliny, které
vyménuji kationty), anexy (polyvalentni baze, které vyménuji anionty) a amfolyty (vyménuji
kationty a anionty). Podle sily interakce pak rozliSujeme ionexy slabé a silné. Ptiklady jsou
uvedeny v Tabulce 2.

Typ Priklad Aplikace
anex silny kvarterni amin SAX (kvarterni amin) organické a
anorganické
DOWEX-1-Cl Lvseli
imethylbenzylammonium yserny,
(trimethylbenzy nukleotidy
chlorid)
slaby aminy DEAE nukleotidy,
(diethylaminomethyl) peptidy,

proteiny, cukry

katex silny sulfonové SCX (sulfonat) peptidy,
kyseliny proteiny;
kationty kovil
slaby karboxylové CM (karboxymethyl) anorganické
kyseliny kyseliny,

kationty kovil

Tabulka 2: Piiklady béznych anext a katexti.

Funk¢ni skupiny ionexii jsou navazany na syntetické vysokomolekuldrni latky na bazi
celulozy, styrenu nebo akrylatu s pouzitim sitovaciho ¢inidla divinylbenzenu. Ten slouZzi ke
stabilizaci vzniklych port rizné velikosti, které ovliviiuji pouziti ionexu (mikropdry se hodi pro
separaci nizkomolekularnich latek, zatimco makropory jsou vhodné pro separaci
makromolekul).

Nukleotidy jsou ve slabé kyselém, neutrdlnim 1 bazickém prostfedi zaporné nabité, pro
jejich separaci se proto pouziva anexu. Pfed zdomdacnénim vysokoucinné kapalinové
chromatografie se nukleotidy dé€lily na silnych anexech v kyselém pH [7, 52-54] 1 na slabych
anexech [55, 56]. Vyhoda slabych anext spocivala piedevsim v pouziti t€kavych pufrd, napft.
NH4HCO:s, ve slabé bazickém prostiedi. Pomoci gradientu pH se podatilo rozdélit 1 polohové
isomery AMP, které nesou totozny naboj a pouhym iontovym gradientem separovatelné nejsou
[55].

S aplikaci HPLC s UV detekci se vyrazné zkratil ¢as analyzy, snizilo potfebné mnoZzstvi
vzorku i spotfeba rozpoustédel. Standardné se pouZivaji kolony s vdzanym kvarternim aminem
v kyselém pH, casto s pouzitim fosfadtového pufru [21, 57-59]. Ackoli se touto technikou pfi
vhodné zvoleném gradientu dafi rozdé€lit vétSinu nukleotidii, ma své limity. Problematické je
hlavné rozmyvéani dlouho zadrZzovanych analytii, tedy polyfosfatii, a jejich nedostatecné
rozliSeni [57], koeluce nukleosid trifosfatii (NTP) a jejich deoxy analog (ANTP) [21] nebo

vvvvv

a tim nereprodukovatelné retencni Casy. Také doba potfebnd k promyti kolony se casto
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neumérné prodluzuje. Jako jedind metoda ke stanoveni kompletniho nukleotidového fondu
v bunééném extraktu tak IEC neni vhodna a Casto byva doplnéna nebo né€kdy i nahrazena IP-
LC.

V roce 2007 pouzil Kiefer a kol. novou techniku, ktera spojuje IEC s MS detekei diky
zatazeni elektrolytického supresoru pred detektor pro analyzu centralnich metaboliti Krebsova
cyklu [60]. Supresor, zatazeny za kolonu, odstraiiuje z MF draselné ionty a hydroxidové ionty
meéni na vodu, kterd je na rozdil od KOH kompatibilni s ESI-MS detekei. Vyuzil tak vyhod
selektivni detekce pomoci MS a dobrého rozdéleni na ionexové koloné. V nésledujicich letech
byla metoda upravena za pouziti kapildrnich anexovych kolon, at’ jiz ¢asticovych [61], nebo
monolytickych [45], které diky snizeni pritoku umoznily zvysit citlivost detekce. Relativné
dlouhy cas separace a naro¢né&jsi instrumentace nejsou pro univerzalni pouziti idedlni a tato
technika nenasla zatim Sir$iho uplatnéni.

2.5.2.2 lontové-parova chromatografie (IP-LC)

IP-LC je v soucasnosti stale nejrozsitené;si technikou pro stanoveni nukleotidi v bunikéach.
Principem je separace analytd na reverzni fazi vyuzivajici obvykle jako SF oktadecylovou
kolonu (C18) a iontové-parovych aditiv v mobilni fazi (MF). lontové-parova aditiva jsou nabité
molekuly strukturné podobné tenzidiim, tedy krom¢ naboje opacného, nez nese analyt, maji
vazany 1 vétsi alkylovy fetézec [51, 62]. Pro separaci kationtil se bézn¢ pouzivaji alkylsulfonové
kyseliny a pro anionty alkylamonné soli. Vzniklé iontové pary jsou neutralni, a tedy vykazuji
vetsi zaddrz na kolonach v reverzni fazi, zatimco mobilita neutralnich analytl zlstava
nezménéna. Stejné€ nabité analyty jako IP ¢inidlo naopak reten¢ni faktor snizuji. Retenci analytt
ovliviiuje n€kolik faktorti — druh a koncentrace IP ¢inidla, iontova sila, pH a slozeni mobilni
faze [63].

Velkou vyhodou IP-LC je univerzalni aplikace, vyborna opakovatelnost a moznost pouZziti
vysoce ucinnych kolon vyvinutych pro RP chromatografii, které poskytuji pro vétSinu analyt
ostré piky. Nevyhodou je pak velmi omezené spojeni s hmotnostni detekci.

Aplikace IP-LC zaznamenaly velky narist spolu s rozvojem RP-LC v 70. letech. Pro
analyzu polarnich metabolitii se jemné&jsi technika HPLC stala vhodnéjsi nez citliva plynova
chromatografie (GC, z angl. Gas Chromatography), kterd vyzadovala pfedchozi ipravu vzorka
derivatizaci a pro termolabilni analyty byla krajn¢ nevhodnou. Velky podil na rozvoji IP-LC
v analyze bunééného extraktu méla prace Payna a Amese [57], ktery za pouziti fosfore¢nanu
tetrabutylamonného separoval vétSinu nukleotidii a nékteré dalsi metabolity na C18 koloné,
s piidavkem KoHPO4 se mu poté podafilo rozdélit i jinak koelujici homobazické nukleotid
fosfaty (napt. AMP, ADP a ATP). Tuto metodu s riznymi upravami poté prevzalo mnoho
autord [20, 21, 64, 65] a byva pozivana dodnes. I tato metoda ma své limity a to napft.
neschopnost rozlisit ppGpp a pppGpp nebo horsi retenci pro malo polarni nukleosidy a cyklické
mononukleotidy. Tyto byly separovany v chromatografii na reverznich fazich (RP) s pouzitim
KH2PO4[66], (NH4)H2PO4 [67] nebo fosfore¢nanu triethylamonného [68].

Pro komplexni analyzu nukleotidového fondu s vyuzitim UV detekce se pak ¢asto pouziva
kombinace dvou technik — nej€astéji [P-LC a IEC [20, 21]. Analyty jsou charakterizovany
pomoci retencniho ¢asu shodného se standardy a ¢asto konfirmovany pomoc MALDI (desorpce
s asistenci matrice, z ang. Matrix-Assisted Laser Desorption)-MS. Touto “off-line
dvoudimenzionalni (2D) kapalinovou chromatografii” byva dosazeno dobrého rozliSeni
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majority analytii a jejich snadné kvantifikace. Piesto je toto spojeni narocné na Cas, vyzaduje
minimaln¢ dva HPLC systémy a pro velmi malo koncentrované latky je UV detekce nevhodna.

2.5.3 Metody vyuzivajici hmotnostni detekce

Hmotnostni spektrometrie se fadi také mezi spektralni techniky, stejné jako
spektrofotometrie, ackoli nevyuziva interakce elektromagnetického zaieni s hmotou, jak je
tomu z definice u ostatnich spektralnich technik. Principem hmotnostni spektrometrie je
rozdéleni analyt na zakladé poméru hmotnosti a naboje (m/z) po jejich prevedeni na ionty.
RozliSuje (i) ionizaci za snizeného tlaku, ke které dochdzi v plynné féazi, (ii) ionizaci za
atmosférického tlaku (API, z angl. Atmospheric Pressure Ionization), ke které dochazi v
kapalné fazi, (iii) desorp¢ni ionizaci, pii které je analyt ionizovan z povrchu matrice a (iv)
ionizaci vyuzivajici indukéné vazané plazma. V ptipad¢ malych polarnich, a tedy netékavych,
latek, jako jsou nukleosidy a nukleotidy, se v dneSni dobé vyuziva vyhradné¢ API, ktera navic
predstavuje idedlni spojeni hmotnostniho detektoru s HPLC. Nukleotidy Ize také po derivatizaci
ionizovat za snizené¢ho tlaku, popt. pomoci MALDI. Ob¢ techniky ale vyzaduji pted vstupem
do ioniza¢niho zdroje dal$i krok. Derivatiza¢ni krok mtize mit nizkou uc¢innost, popt. miize vést
k rozkladu termolabilnich latek, zatimco u MALDI, ktera se vyuziva pfedevsim k identifikaci
latek, je nezbytné rozdéleni jednotlivych analytli ze smési. Ani jedna metoda tak neni vhodna
pro piesné stanoveni nukleosidt a nukleotida.

Hmotnostni detektor je v dnesni dobé béznou soucasti vétSiny laboratofi. Zavedeni
hmotnostni detekce do analyzy bakteridlnich bunék se rozsifilo s pozadavkem na
metabolomické profilovani. V pilotnich pracich se nejprve uplatiovala plynova chromatografie
s jednoduchou hmotnostni detekci (GC-MS) [16, 69], kterd ale vyzadovala jiz zmifiovanou
derivatizaci polarnich analyt, tedy i nukleotid. Zavedeni tzv. mékkych ioniza¢nich technik
umoznilo ionizaci za atmosférického tlaku a tim i spojeni hmotnostniho analyzatoru s
kapalinovou chromatografii. Z ioniza¢nich technik je nejbéznéjsi ionizace elektorsprejem (ESI,
z angl. ElectroSpray lonization), ktera je i nejvhodnéjsi pro polarni analyty. Méné vyuzZivana je
chemicka ionizace (APCI, z angl. Atmospheric Pressure Chemical Ionization), vhodné pro
méné polarni molekuly, a vzacn€ se pro detekci nepolarnich a labilnich latek vyuziva
fotoionizace (APPI, z angl. Atmospheric Pressure Photolonization). Pii komplexni analyze
metabolitll se nejprve vyuzivaly obé techniky spole¢né, kdy GC umoZznovala identifikaci méné
poléarnich analytli, zatimco pomoci LC se separovaly analyty polarni bez nutnosti derivatizace
[70].

Protoze spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci (LC-MS) bylo velmi
slibné, rapidné¢ se zvySovala citlivost a rozliSeni hmotnostnich analyzatort. Strukturni
informace, které poskytovala elektronova ionizace pii pouziti GC-MS, jsou dosazitelné za
pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS), kdy matetsky ion sledované latky je
aplikovanym napétim rozstépen na dcetiné ionty. Diky tomu, ze pt1i MS/MS dochazi ke §té€peni
jen vybranych analyt, je tato metoda velmi selektivni. Dochazi také k vyraznému potlaceni
nezadoucich signali z matrice a tim se zvySuje citlivost detekce. Pro tyto vlastnosti je
tandemova hmotnostni spektrometrie idedlnim néstrojem nejen pro simultdnni vyhodnoceni
stovek metabolitl [9, 42], ale s vyhodou se vyuziva i pii kvantifikaci velmi nizkych koncentraci

analyti [71].

Pro analyzu polarnich nukleotidii ve spojeni s hmotnostni detekci se nejprve pouzivala
piredev§im chromatografie na reverzni fazi s oktadecylovou kolonou a vyuzitim silnych
t€kavych ion-parovych c¢inidel [72]. Ta sice zlepsuji chromatografické rozliSeni, jak jiz bylo
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uvedeno v sekci 2.5.2.2, ale zaroven potlacuji ionizaci analytii [73]. Tyto kationty se usazuji na
iontovém zdroji, a tak ovliviiuji i nasledné analyzy. Kromé béznych ion-parovych c¢inidel na
bazi amoniovych soli (diethylamin, triethylamin, tetrabutylamin) byly testovany i tekavéjsi
aditiva, napt. hexafluoroisopropanol, které také supresi ionizace nezabrani.

Dalsi variantou je vyuziti modifikovanych RP kolon vhodnych pro analyzu polarnich latek,
jako napf. pentaflourofenyl, rizné¢ modifikované C18 kolony. Tyto kolony umoziiuji pouzit
100% vodnou fézi a poskytuji dostatecnou retenci i pro velmi polarni latky bez ion-péarovych
¢inidel [74].

Stale popularnéjsi moznosti pro LC-MS analyzu poléarnich latek je vyuziti HILIC, které
pfinasi fadu vyhod. Na HILIC kolonach jsou polarni analyty zadrZzeny bez nutnosti pouZiti
vysoké koncentrace interferujicich soli, jako je tomu v ptipad¢ IP-LC, a navic vysoky obsah
organické faze, ktera se pro separaci na téchto kolonach pouziva, usnadniuje ionizaci a tim
zvySuje citlivost detekce

2.5.4 Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie (HILIC)

Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie se pouziva od 70. let 20. stoleti. Jeji
pionyrské aplikace se tykaly separace sacharidi [75], ackoli pojmenovana byla az Alpertem v
roce 1990 [76], ktery zaroven popsal mechanismus separace na riznych tiidach polarnich latek.
K separaci se pouziva polarni stacionarni faze (nabita ¢i nenabitd) a k eluci rostouci koncentrace
vody ve vysokoprocentnim organickém rozpoustédle. Prakticky je tedy separace podobna
rozdéleni na normalnich fazich, ovSem pfi uplatnéni jiného mechanismu.

Principem HILIC je rozdéleni mezi vodnou vrstvu ¢asteéné imobilizovanou na polarni
stacionarni fazi a hydrofobni mobilni fazi, na rozdil od chromatografie na normalnich fazich,
kde se analyty reverzibilné¢ vazi pfimo na stacionarni fazi. Tento prvotni pfedpoklad byl
potvrzen studiemi na silikagelu [77], kdy byla prok4zana tvorba vodné monovrstvy o sile
pfiblizné€ 0,5 nm od cca 5 % vody v acetonitrilu. Zda pfi separaci pievlada d€leni nebo adsorpce
se d4 odhadnout pomoci dvou rovnic [78]:

logk’=log kw" - S+ 3)
log k'=log ks’- Ay¢/ng-log N 4)

kde kw" je kapacitni faktor analytu v rozpoustédle s niz8i elucni silou (v piipadé HILIC
acetonitrilu), ¢ je objemovy pomér rozpoustédla s vyssi eluéni silou (vody) a S je smérnice
ktivky. V rovnici (4) je ks” kapacitni faktor analytu v rozpoustédle s vyssi elucni silou, As a ng
jsou plochy, které obsadily molekuly analytu, resp. vody na povrchu SF, a Ng je molarni pomér
rozpoustédla s vyssi elucni silou, tedy vody.

Rovnice (3) popisuje typické chovéani pro separaci na reverzni fazi, tj. déleni mezi dvé
kapalné faze, zatimco rovnice (4) se pouziva k popisu systému s normalnimi fazemi, kde se
uplatiiuje prevazné adsorpcni mechanismus. Lze-li systém charakterizovat jednou z téchto
rovnic, ukazuje to na ptrevladajici mechanismus retence.

Pii HILIC separaci se uplatiiuji 1 dalSi interakce, jako elektrostatické, hydrofobni a
vodikové vazby, jejichz sila zavisi na charakteru analytl a pouZité stacionarni fazi. Presny
mechanismus neni stale jesté zcela objasnén.
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2.5.4.1 Mobilni faze

Jako mobilni faze se nejcasteji poziva kombinace acetonitrilu jako rozpoustédla s nizkou
elucni silou a vody, kterda ma vysokou elucni silu. Eluotropickd fada zavisi kromé polarity
rozpousStédla 1 na jeho schopnosti podilet se na proton-donor a proton-akceptorovych
interakcich [51, 78]:

acetonitril > tetrahydrofuran > isopropanol > ethanol > methanol > voda

Acetonitril (stejné jako voda) muze byt obohacen jinym organickym modifikatorem
(methanol, isopropanol), které se pouzivaji spiSe na upravu selektivity nez jako jediné organické
rozpoustédlo. Nahrazeni organické slozky alkoholem vede obvykle ke snizeni selektivity i
ucinnosti a snizeni retencniho casu. Ve vod¢ rozpustné vitaminy mély pfi pouziti
tetrahydrofuranu (THF) obdobnou retenci jako pii pouziti acetonitrilu, avS§ak THF vykazoval
niz$i ucinnost [79], navic potlacuje ionizaci v MS. Aceton je také aprotické rozpoustédlo
s polaritou blizkou acetonitrilu, ale i on vykazuje horsi separacni vlastnosti nez acetonitril,
navic siln¢ absorbuje v UV oblasti (UV cut off =330 nm) [80]. Pokud je voda nahrazena jinym
protickym rozpoustédlem, hovotime o nevodné HILIC separaci [81].

Do soustavy mize byt pouzit rizné koncertovany pufr v zavislosti na rozpustnosti v
organické slozce a na detekéni koncovce. Koncentrace a typ pouzitého pufru ovliviiuje retenci
v zavislosti na naboji analytu a kolony. Pouzité ionty pufru (kationty i anionty) se déli dle
Hofmeistrovy série na kosmotropni, tedy ty, které analyty solvatuji, a chaotropni, neboli latky
pusobici proti vzniku vodikovych vazeb. S vyssi koncentraci acetonitrilu v mobilni fazi
(>80 %) roste vliv hydrofilnich interakci, a tedy i vyznam pouzité soli. Pti separaci neutralnich
analytl retence s rostouci koncentraci chaotropnich iontd soli roste [82], pro nabité analyty
muze byt pozorovan opacny jev [51].

Pfi pouziti malo koncentrovanych tékavych rozpoustédel se s vyhodou spojuje HILIC s
hmotnostni detekci a umoznuje tak selektivni a citlivou detekci polarnich latek, které pti pouziti
t€kavych pufrl na reverzni fazi nemaji dostatecnou retenci. Nejcastéjsim aditivem je octan
amonny nebo mravencan amonny v koncentracich 5-20 mM, upraveny ptidavkem ptislusné
kyseliny nebo hydroxidu na pozadované pH. Vysoky podil organické frakce navic zvysuje
ucinnost ionizace a detekce je ve srovnani se separaci na RP citlivéjsi. SniZeni limitu detekce
(LOD) jest¢ umociiuje naboj analytu, ¢im vysSi naboj analyt nese, tim je jeho signal
intenzivnéjsi. S vyhodou se tedy pH upravuje dvé jednotky pod/nad pKa stanovované slozky.

2.5.4.2 Stacionarni faze

S rozsifujicim se uplatnénim HILIC pfi separaci malych a/nebo polarnich molekul roste 1
trh s nabidkou riznych stacionarnich fazi. Jejich rozdé€leni a ptehled nejbéznéjsich SF je uveden
v Tabulce 3.

22



neutralni amid, diol, kyano (CN)

nabité negativné nemodifikovany silikagel (SiO.), polyaspartova
kyselina
pozitivné amino (NH>), imidazol, triazol
zwitteriontové fosfocholin, sulfobetain

Tabulka 3: Rozdéleni stacionarnich fazi dle typu [78] a piiklady bézné pouzivanych
modifikaci [83].

Nejcastéji se pouzivaji kolony na bazi silikagelu, at' jiz modifikovaného nebo
nemodifikovaného. Ten Casto byva zatazen do samostatné skupiny, protoze pro kladn¢ nabité
analyty funguje jako katex a pfi rostouci koncentraci vodné faze pievazuji jeho iontoménicové
vlastnosti. Dal$imi nosi¢em jsou hybridni matrialy, napt. BEH (Bridged Ethylene Hydride) a
polymerni nosice, které zvysuji odolnost viuci bazickému pH a teploté. Roste pouziti i dioxida
kov1, napt. TiO2, ZrO», které vykazuji vlastnosti Lewisovych kyselin a interaguji tak s anionty.
Tohoto jevu lze vyuzit pii separaci organickych i anorganickych kyselin a také nukleotidt [83,
84].

Uplatnéni monolitickych kolon pfi separaci v rezimu HILIC neni pfili§ rozsitené, protoze
velké pory monolitu snizuji G¢innost separace. Navic mobilni faze s vysokych obsahem
acetonitrilu mé nizkou viskozitu a nezptisobuje tak vysoky zpétny tlak, jehoZ potlaceni je hlavni
ptednosti monolitickych kolon. Na druhou stranu je zde potencidl vysoce u¢inné separace na
dlouhych (4 m) kapilarnich monolitickych kolondch pro komplexni vzorky, napt. pii
proteomické analyze [85].

Pii pouziti nabitych kolon na bazi iontoménici se dostavaji do poptedi elektrostatické
interakce. Takova separace se nazyva ERLIC (kapalinovd chromatografie vyuzivajici
elektrostatické repulze, z angl. Electrostatic Repulsion Liquid Chromatography) a vyuZziva
faktu, ze kolona se shodnym nabojem jako analyt snizuje jeho retenci, a tak je mozné dosahnout
déleni komplexni smési v isokratickém modu za kratky cas [76].

V poslednich letech stoupa obliba “in-house” modifikovanych nosict, které vykazuji
jedinecné vlastnosti pro specifické aplikace. Obvykle je ale jejich pouziti omezeno na védeckou
skupinu, ktera je vyvinula, a jejich syntéza nebyva rozsifena.

V roce 2004 byla predstavena technika ultra vysokotc¢inné kapalinové chromatografie
(UHPLC, zangl. Ultra High Performance Liquid Chromatography), kterd vyuzivd mensi
¢astice (< 2 um) a tak zvySuje ucinnost a zaroven zkracuje Cas vysledné analyzy. O dva roky
pozdéji byly na trh uvedeny prvni HILIC kolony s pIn€ poréznimi ¢asticemi s primérem < 2 um
(Waters) a nasledn¢ 1 povrchné porézni Castice < 3 um. Protoze v HILIC separaci je vysledna
viskozita MF rozpoustédel vyrazn€ nizsi neZ pii RP (acetonitril ma pii 25 °C 0,369 mPa,
zatimco voda 0,89 mPa-s, [80]), nevznika v systému extrémni zpétny tlak a obecné je HILIC
separace v UHPLC snaze realizovatelna. Dnes jsou komeréné dostupné nejbéznéji pouzivané
faze v HILIC jako amino, amid, diol, silikagel a sulfobetain.
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2.5.4.3 Separace nukleotidi

Nukleotidy, jakozto polarni molekuly, ptedstavuji idedlni analyty pro HILIC separaci.
Problematické byva jejich rozpusténi ve vysokoprocentnim acetonitrilu, ktery je potieba pro
soumerné a ostré piky pfi analyze, a také koeluce stejné fosforylovanych nukleotidi nesoucich
jinou nukleobazi, popf. jejich deoxy derivati.

HILIC kolony, ¢asto v UHPLC provedeni, nasly Siroké uplatnéni v metabolomice jako
dopln€k k RP separaci. Nejcastéji se pouzivaji aminopropylové (kladné nabité), popt. amidové
(neutralni) nebo silikagelové (zaporné€ nabité) kolony, i kdyz stale roste obliba zwitteriontovych
fazi. Mezi stanovované metabolity patii kromé nukleotidii i aminokyseliny, organické kyseliny
a cukry. Napft. Bajad a kol. srovnali G¢innost ctyt kolon v HILIC médu (Si02, amid, NHz, CN)
a péti kolon v reverzni fazi pfi riznych pH na 142 metabolitech, z toho bylo 29 nukleotida. V
této praci nejlépe dopadla NH: kolona v bazickém pH, kde pies polovinu metaboliti
vykazovalo dobry tvar pikli a pouze 16 % analytii neuspokojivou chromatografii [8]. Byla zde
s vyhodu pouzita detekce v pozitivnim i negativnim moddu, kdy latky detekované v ESI+ jsou
obvykle brzy eluujici (tj. nesouci nejmensi negativni naboj) a diky obecné vyssi citlivosti ESI+
maji i niz§i LOD. Bennett a kol. pfevzal tuto metodu a pouziva pro detekci na NH> HILIC
kolon¢ ionizaci elektrosprejem v pozitivnim modu (ESI+), zatimco detekei v negativnim modu
je predfazena C18 kolona [86]. Pro analyzu 256 metabolitl zvolil Preinerstorfer a kol
zwitteriontovou kolonu (Zic-HILIC) v kombinaci s pentafluorfenylovou kolonou (PFP) v
reverzni fazi [87].

Pti metabolomice diky fadovée stovkam analytti béhem jedné analyzy se vyuzivd MS/MS
detekce, aby se zvysila selektivita i citlivost analyzy. Stépenim vybranych matefskych ionti a
detekci pouze jejich dcetinych iontd se vyrazné snizuje Sum, proto roste citlivost a tim LOD,
ackoli absolutni mnozstvi ionti dopadajicich na detektor je nizsi nez pti pouziti jednoduchého
MS médu.

Tyto metody jsou obvykle velmi pfesné a citlivé, ale vyzaduji sofistikované instrumentalni
vybaveni, Skoleny personal a obvykle vyuZzivaji drahych isotopicky znafenych vnitinich
standardi. Také vyvoj akvizicni a vyhodnocovaci metody, optimalizace fragmentacnich
pfechodii, udrzovani konstantniho signalu a v neposledni fad€ vyhodnocovani je ¢asto Casové
narocné.

Tandemové hmotnostni detekce, at’ jiz na trojitém kvadrupolu (QqQ), kvadrupolu
spojeném s analyzatorem doby letu (qTOF) nebo v iontové pasti (IT, z angl. Ion Trap) vyuZivaji
1 prace zabyvajici se pouze identifikaci a kvantifikaci n€kolika nukleotidi. Vzorky jsou ¢asto
komplexni matrice, biologické vzorky nebo je vyzadovano velmi nizkych LOD, jako napt. v
potravinaiskych vzorcich pro détskou vyzivu [71, 88].

Ackoli rozdéleni analyti na kolonach v HILIC mddu predstavuje dokonaly vstup pro
hmotnostni detekci, prace, které se zabyvaji pouze identifikaci a kvantifikaci nukleotida,
vyuzivaji prevazné¢ pouze UV detekce. Autofi s vyhodou pouZzivaji net€kavé pufry, napf.
fosfatové [44] nebo vysokou koncentraci t€kavych pufrt [39, 89, 90]. Kvuli kompatibilité
mobilnich fazi jsou tak nékdy nuceni upiednostnit methanol jako slab$i eluent pied
acetonitrilem [91]. V¢EtSi variabilita ve volbé pufrii umoznuje testovat 1 SirSi spektrum
modifikaci SF, napt. triazolem [91] nebo cyklofruktanem vazanym na polymerni nosi¢ [90].
Nevyhodou takovych metod je nutnost separace analyti na zakladni linii, vys$§i LOD, stanoveni
niz$tho mnozstvi analytl a vyzaduji neptfitomnost absorbujicich koeluujich matri¢nich prvkai.
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Na druhou stranu UV detekce poskytuje vybornou opakovatelnost a linearitu a nevyzaduje
pfitomnost vnitiniho standardu pro kvantifikaci. Pro bakteridlni extrakty, kde se koncentrace
stanovovanych prvki lisi i o n€kolik fadu a kde je vysoké riziko pfitomnosti koeluujicich latek,
se pouze UV detekce pouziva velmi ztidka, napt. Johnsen a kol. analyzovali isokraticky extrakt
z E. coli pomoci dvou Zic-pHILIC kolon v sérii béhem 70 min a stanovili tak pouze 8
nukleotidd [39].

Metody vyvinuté pouze nebo pievazné¢ pro analyzu nukleotidi v HILIC moédu
vyuzivajicich detekci a kvantifikaci pomoci jednoduché hmotnostni spektrometrie, at’ jiz
pomoci kvadrupélu nebo analyzatoru doby letu (TOF, z angl. Time Of Flight), jsou velmi
vzacné [92, 93] a z4dnd z nich se nezabyva bakteridlnimi extrakty. Metody vyuzivaji bud’
externi kalibrace bez ptidavku vnitiniho standardu [92] nebo kvantifikuji na zakladé UV signélu
a MS pouzivaji pouze pro konfirmaci analytu [93].

2.5.5 Validace

Validace metody je proces, pti kterém se urcuje vhodnost dané analytické metody pro ziskani
vysledki pozadované kvality.

Pti validaci se bézné stanovuji nasledujici charakteristiky:

(1) ptesnost (pravdivost, preciznost), (ii) selektivita (specifi¢nost), (iii) linearita a pracovni
rozsah, (iv) limit detekce a limit kvantifikace (LOQ, z angl. Limit Of Quantification), (v)
robustnost [94]. Dale se do validace zahrnuji také (vi) matri¢ni efekty, (vii) opakovatelnost a
reprodukovatelnost, (viii) vytéznost a (ix) citlivost. Do valida¢niho protokolu patfi i stanoveni
nejistoty a chyby méfeni. Nize budou rozebrany bézné valida¢ni parametry.

(i) Ptesnost

Ptesnost je v metrologii definovana jako té€snost shody mezi namétenou hodnotou veli¢iny
a pravou hodnotou veli¢iny [95]. Tato se sklada z pravdivosti a preciznosti. Pravdivost
vyjadiuje tésnost shody mezi primérnou hodnotou ziskanou z velkého poctu vysledki métfeni
a ptijatou referen¢ni hodnotou. Pravdivost neni veli¢ina, a tak nemiize byt vyjadiena Ciselné.
Muze byt pouze odhadnuta a udéna jako vychyleni méfeni (tzv. bias), které vyjadiuje
systematickou chybu méfeni. Preciznost udava tésnost shody mezi jednotlivymi nezavislymi
vysledky méfeni za specifikovanych podminek. Preciznost je nepfimo imérnd nahodné chybé
meéfeni, ktera se vyjadiuje jako smérodatna odchylka (o).

Po roce 2013 byla terminologie upravena (Tabulka 4). V odborné literatuie mimo oblast
metrologie se terminy ,,pfesnost* (accuracy) a ,,preciznost™ (precision) ¢asto zamé&nuji.
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Cesky Anglicky Cesky Anglicky

spolehlivost Reliability presnost accuracy
presnost Precision pravdivost trueness
spravnost Accuracy preciznost precision

Tabulka 4: Ceska a anglicka terminologie vztahujici se k validaci.
(i) Selektivita

Ve vétsiné kompendialnich dokumentech [96-98] je selektivita definovana jako schopnost
metody jednoznac¢né stanovit analyt v pfitomnosti ostatnich slozek, u kterych se predpoklada,
ze se ve vzorku mohou vyskytovat. Specifi¢nost je pak chépana jako absolutni selektivita.
Stejné€ jako u piesnosti 1 zde panuje nejednota v nadzvoslovi a napf. ICH (The International
Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use)
[99] pouziva specificnost ve vyznamu selektivity, coz prevzala i USP (U.S. Pharmacopeia) [94].

(i) Linearita a pracovni rozsah

Linearita analytické metody je jeji schopnost poskytnout vysledky méteni, které jsou imérné
koncentraci analytu ve vzorku, a to bud’ pfimo nebo za pouziti matematické konverze [94].
Obvyklymi funkcemi, které se pro popsani vztahu mezi koncentraci analytu ve vzorku a
odpovédi piistroje pouzivaji, jsou kromé linearni i logaritmicka, kvadraticka nebo recipro¢ni.
Funkce, které popisuji odezvu pfistroje zaroven popisuji 1 kalibraéni kiivku [100]. Pracovni
rozsah analytické metody pfedstavuje interval mezi horni a dolni koncentraci analytu (vCetné
téchto hladin), u nichz bylo prokazéano, ze jsou ur¢eny s vhodnou trovni nejistoty méfeni. Za
dolni hranici se obvykle povazuje mez stanovitelnosti, za horni hranici posledni bod, ktery vyse
zminénou definici spliiuje [94, 95].

Casto byva pojem ,,linearita® zaménén za rozsah, ve kterém je odezva piistroje pfimo imérna
koncentraci analytu. K tomu napomahaji i nékteré dokumenty s matouci definici [99]. V praxi
je snahou prolozit body kalibra¢ni kiivky v pracovnim rozsahu co nejjednodussi funkci
(linearni ¢i nelinearni) tak, aby zpétné vypocitané koncentrace byly co nejpiesnéjsi, tedy
poskytovaly co nejmensi chybu méfeni.

Zda lze pfti kalibraci pouzit linearni nebo nelinearni regresi rozhoduje jak zvolena analyticka
metoda, tak povaha analytl a podminky méteni. Napt. pro HPLC s UV detekei je typické
prokladani ptimkou v Sirokém pracovnim rozsahu, enzymatické metody se vyznacuji nelinearni
odezvou. V piipadé¢ MS detekce se mohou vyskytnou oba piipady v zavislosti na analytu,
matrici, mobilni fazi a zptisobu ionizace. Casto se pfi analyze biologickych vzork pomoci LC-
MS(/MS) pouziva kvadraticka ¢i linearni log-log regrese [101].

(iv) Limit detekce (LOD), limit kvantifikace (LOQ)

v

spolehlivé detekovana, nikoli kvantifikovana. Limit stanovitelnosti je nejnizs$i koncentrace
analytu ve vzorku, ktera muze byt za danych experimentdlnich podminek stanovena
s pfijatelnou pravdivosti a preciznosti [94].
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LOD se v instrumentalnich metodach, které umi méfit odezvu pozadi, obvykle stanovuje
jako koncentrace, kde je pomér signalu k Sumu (S/N) vétsi nez dvé nebo tii [99]. Druhou
moznosti je k signalu slepého vzorku, kde neni pfitomen analyt, pfi¢ist 3,3 nasobek smérodatné
odchylky (o) a pomoci pfislusné regresni rovnice vypocitat koncentraci analytu odpovidajici
LOD [95, 102].

LOQ se dle doporuceni ICH [99, 103] mize stanovit také na zaklad¢ S/N, kdy obvykle je
akceptovany pomér 10:1, ale obecné miize byt jakykoli mezi 5:1 a 20:1. Nevyhodou tohoto
pfistupu je pouzitelnost pouze na piistrojové metody, tedy nelze aplikovat napt. na enzymatické
eseje, a nereprodukovatelnost na jinych pfistrojich, protoze méteni Sumu se li§i ptistroj od
ptistroje [101]. LOQ se da stanovit také pomoci o, kdy se k signalu slepého vzorku obvykle
pficte jeji pétinasobek (pro bioanalytické metody) nebo desetinasobek [102]. Doporuc¢ované
stanoveni podle EURACHEM je nezavislé na vybaveni a spoCiva v nalezeni nejnizsi
koncentrace, ktera je stanovitelnd s piredem urcenou relativni smérodatnou odchylkou (RSD)
[97]. Pro bioanalytické metody je obvykle RSD 20 %.

(v) Robustnost

Robustnost analytické metody vyjadiuje jeji schopnost ziistat neteCnou k malym, ale
zamérnym zménam parametri této metody. Robustnost poskytuje informaci o spolehlivosti
metody pii bézném pouzivani [103]. Na potiebnost metody byt robustni se odkazuje jiz od
60. let [104], pfesto mnohé analytické smérnice dikaz robustnosti ve validaénim postupu
nevyzaduji [105, 106]. Mezi obvyklou praxi pfi zavadéni novych bioanalytickych metod
validace robustnosti nepatii kvili své casové narocnosti. EURACHEM napi. vyzaduje
stanoveni robustnosti pro intern¢ vyvinuté metody, metody prevzaté z védecké literatury a
normalizované metody mimo schvaleny rozsah pouziti [97].

Zaroven je tieba brat do uvahy 1 fakt, ze pti bézném pouZivani metody se ¢asto neméni jen
jeden faktor, ale vice faktori soucasné a tyto se mohou navzajem ovliviiovat (napf. zména
koncentrace pufru a zména pH), a to synergicky i antagonisticky [101]. Idealni pfistup je vyuzit
pocitacového navrhu experimentli (DoE, z angl. Design of Experiment) a proméfit vybrané
faktory [97, 107].

(vi) Matricni efekty (ME)

ME jsou definovany jako vliv jinych nez stanovovanych sloucenin pfitomnych ve vzorku,
neboli matrice, na kvantifikaci analytu(/G) [108]. ME se tykaji zejména hmotnostni
spektrometrie, a to zvlasté¢ hybridni technologie LC-MS(/MS) [101]. Pi1 spojeni GC-MS se
zdaleka neuplatiiuji v takové mite [109]. ME zptsobuji potla¢eni nebo naopak zesileni signalu,
popf. driftovani zékladni linie [108]. Na intenzitu ME ma vliv zplsob pfipravy vzorku a mira
jeho precisténi vcetné chromatografie [108, 110], koncentrace analytu 1 matrice [111],
komplexnost matrice a jeji povaha, pritok mobilni faze a v neposledni fad€ 1 zptsob ionizace a
konstrukce iontového zdroje [112]. Vzhledem k tomu, Ze ME vznikaji majoritn¢ bé¢hem
ionizace, pfi které se dle jejiho zptisobu uplatituje jiny mechanismus, také intenzita ME bude
odlisna. Obecné se ME uplatituji nejvice pii ESI, protoZe slozky matrice ovliviiuji tvorbu
nabitych kapek a jejich néslednou desolvataci, zatimco pii APCI se ionty analytu tvoii az
v plynné fazi [101]. Také volba ioniza¢niho mddu ovliviiuje vliv ME. Ve vétsin€ ptipadii se
ME silnéji uplatiiuji pii pozitivni ionizaci uz jen proto, Zze v ESI+ ionizuje vice molekul, at’ jiz
zadoucich ¢i nezadoucich. I kdyz ME lze Ciselné vyjadfit pomoci matri¢niho faktoru (MFa)
jako:
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MFa = Am/ A 5)

kde Awm je plocha piku standardu urcité koncentrace pridaného do matrice a As je plocha
piku standardu stejné koncentrace v Cistém rozpoustédle. Také se udava i normalizovany MFa
na vnitini standard, jako pomér MFa analytu k MFa vnitiniho standardu. ME jsou pak
procentudlnim vyjadienim MFa. Tedy:

ME = MFa 100 % (6)

Je-1 ME = 100 %, zadné ME nejsou pozorovany, je-li ME <100 %, zptisobuji ME potlaceni
signalu, naopak pii ME >100 % zptsobuji slozky matrice zesileni signélu.

EMA vyzaduje stanoveni MF pii pouziti MS detekce z nejméné Sesti opakovani, kdy RSD
by blizko LOQ a hornimu hranici pracovniho rozsahu neméla byt > 15 % [113].

(vii) Opakovatelnost a reprodukovatelnost

Opakovatelnost je mirou preciznosti, kterd ukazuje na velikost ndhodné chyby méfteni.
Opakovatelnost porovnava vysledky méfeni definovaného vzorku za nejlepSich moznych
podminek, tedy v jedné laboratofi, jednim analytikem, na stejném pftistroji, béhem kratkého
casového obdobi. Pouziva se jako odhad variability vysledkl uvnitf série.

Reprodukovatelnost je také mirou preciznosti, ovSem vztahuje se na mefeni uskutecnéné na
stejném materidlu riznymi analytiky pracujicimi na riznych mistech obvykle stejnym méficim
postupem. Mezi témito pojmy lezi mezilehla preciznost, pii které se stanovuje mira variability
mezi sériemi, tedy stejny materidl se analyzuje stejnou metodou na stejném misté, ovSem
riznymi pracovniky a za pouziti rizného vybaveni [95].

(viii) Vytéznost

Vytéznost vyjadiuje miru pravdivosti, tedy shody primérné namétené hodnoty s pravou
hodnotou a odrazi tak velikost systematické chyby. Vytéznost je vlastnosti analytické metody,
nikoli vysledki, které tato metoda poskytuje [100]. Ciselné se vyjadiuje jako:

Vytéznost (%) = 100 x X/ ur = 100 — relativni odchylka (%) (7)

kde X; je primérnéa hodnota stanovovaneé veliCiny (napt. koncentrace) z velkého poctu méfeni
a ur je prava hodnota této veli¢iny [114].

Ne vSechny valida¢ni smérnice maji pojem ,,vytéznost* zavedeny. Napt. EMA [113] stéle
pouziva termin ,,spravnost® (accuracy) misto ,,pravdivost® (trueness) a vytéznost ani vychylku
vibec nezminuje, 1 kdyZ doporucuje stejny vypocet jako ISO dokument.

Vztahy mezi jednotlivymi vlastnostmi metody a jejich kvantitativni vyjadieni jsou
znazornény na Obrazku 4.
(ix) Citlivost

Citlivost je zména odezvy pfistroje, kterd odpovidd zméné¢ méfené veliCiny, napf.
koncentraci analytu [97]. Casto se vyjadiuje jako smérnice kalibraéni kiivky [115]. Citlivost
byva davana do souvislosti s LOD, ov§em toto pouziti je nedoporuc¢ovano [116]. Citlivost neni
povazovana za dulezitou charakteristiku analytické metody [97].

28



systematicka

pravdivost vytéZnost vychylka chyba

J

celkova
chyba

presnost nejistota

smérodatna nahodna
odchylka chyba

preciznost | opakovatelnost

J

Obrazek 4: Charakteristiky metody, chyby meéfeni a jejich kvantitativni vyjadieni.
Upraveno podle [117].

2.6 Stringentni odpovéd’

Nukleotidy jsou souéasti signalnich drah v bunice. Casto se jedna o nestandardni molekuly,
které se tvofi v navaznosti na environmentalni vlivy. Sledovani téchto molekul a jejich
koncentrace umoziuje rozpoznat vliv zmén prostiedi na prokaryotické ¢i eukaryotické bunky.
Jednim z obrannych mechanismt je také stringentni odpovéd’ (SR, z angl. Stringent Response).

SR je obecné reakce bakterialnich buné€k a rostlinnych chloroplasti na stresové podminky,
které zajist'uje jejich preziti zpomalenim ¢i zastavenim rlstu. Stresory mlize byt hladovéni, at’
JiZ nedostatek aminokyselin, mastnych kyselin nebo Zeleza, teplotni Sok, pfitomnost antibiotik,
aj. nestandardni podminky[118]. Tato odpovéd’ je zprostiedkovana alarmonovymi molekulami
— guanosin tetrafosfatem (ppGpp) a guanosin pentafosfatem (pppGpp), souhrnné oznacovany
(p)ppGpp (Obrazek 5.) Jako alarmony, nebo také druzi posli, jsou oznacovany
nizkomolekularni signalni molekuly, které reguluji genovou expresi na Grovni transkripce pii
nevhodnych podminkach prostredi.
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Obrazek 5: Nejbéznéjsi alarmony stringentni odpovédi v bakterialnich buiikach.

V roce 1969 M. Cashel popsal dvé neobvyklé molekuly, které se podileji na zpomaleni
biosyntézy RNA pfi nedostatku aminokyselin u E. Coli [35]. Tyto dvé tecky na TLC desticce
nazval “Magic Spot I’ (MS I) a “Magic Spot II”’ (MS II). O rok pozdé&ji MS I charakterizoval a
spravné ptifadil ke struktuie ppGpp [119]. Béhem nasledujicich desetileti byl popsan
mechanismus piisobeni (p)ppGpp v ruznych mikroorganismech a nekteré dal§i alarmonové
molekuly, které se na stringentni odpovédi také podileji, jako napt. GMP 3’-difostat (pGpp)
[118].

Metabolismus (p)ppGpp je fizen homology enzyml RelA a SpoT, které se souhrnné
nazyvaji RSH. Tyto zprostiedkovavaji pienos pyrofosfitu z ATP na GTP nebo guanosin
difosfat (GDP), za vzniku pppGpp a ppGpp, a zéroven i jejich hydrolyzu zpét na GTP nebo
GDP. Rovnovaha mezi hydrolytickou a syntetickou aktivitou RSH enzymii je kritickd a méni
se podle podminek prostiedi — u E. Coli se zvySena aktivita syntetazy projevuje rostouci
koncentraci (p)ppGpp a naslednou stimulaci stringentni odpovédi, naopak vySsi aktivita
hydrolazy sniZzuje koncentraci (p)ppGpp a tim schopnost buniky reagovat na nedostatek Zivin
[120] (Obrazek 6).

Skupinu RSH enzymt 1ze rozdélit na vicedoménové a enzymy s jednou doménou. U E.Coli
fidi SR dva dlouhé vicedoménové enzymy — monofunkéni syntetdza RelA, ktera indukuje SR
pii nedostatku aminokyselin, a jeji bifunkéni homolog syntetdza a hydrolaza SpoT, ktera je
zodpovédna za SR u vétSiny ostatnich podminek, jinych neZ nedostatek aminokyselin.
U mnohych gramnegativnich proteobakterii je SR fizena obdobné, jen RelA-SpoT byva
nahrazen jednim vicedoménovym Rel, ktery nese oznaceni podle druhu bakterie, napt. Relmw
u  Mpycobaterium tuberculosis [121]. Jiny zpusob regulace je patrny u nékterych
grampozitivnich bakterii, napt. Bacillus subtilis, kde je SR také zprostfedkovdna jednim
vicedoménovym Rel, a jednim ¢i vice malymi jednodoménovymi enzymy, nazyvanymi SAS
(z angl. Small Alarmone Synthetase) a SAH (z angl. Small Alarmone Hydrolase) [118].

Kazdy z alarmonti ze skupiny (p)(p)pGpp indukuje SR jinou mérou. Napfi. E. coli hromadi
ppGpp nasobné vice nez pppGpp behem nedostatku aminokyselin [122]. Kromé vyssi
koncentrace ppGpp neZ pppGpp je tetrafosfat ucinnéjSim efektorem pii SR [123]. Je tedy
velkou vyhodou dokézat kvantifikovat jednotlivé analogy (p)(p)pGpp v jedné metodé.
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Obrazek 6: Pri¢iny a nasledky stringentni odpovédi. Pii nedostatku zivin nebo
osmotickém Soku jsou aktivovany enzymy RelA/ SpotT, které vedou k syntéze (p)ppGpp
z GTP nebo GDP a ATP. Vzniklé efektory (p)ppGpp ovliviiuji transkripci a inhibuji translaci a
syntézu GTP po dobu trvani stresu. Upraveno podle [124].
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

Nize uvedené vysledky shrnuji praci, kterd vedla k Publikaci 1 a byla pouzita pfi
tvorbé Publikace 2. Jsou zde uvedeny nepublikované vysledky a dukladné porovnani
jednotlivych krokt pfi vyvoji metody véetné skrytych tiskali, na které miize analytik narazit.

3.1 Vyvoj separacni metody

Predpokladem pfi vyvoji chromatografické metody bylo pouziti techniky HILIC. HILIC, jak
bylo uvedeno v 2.5.4, je velmi vhodna pro separaci polarnich latek a ideéalni pro spojeni s MS
detekci. Obvykle nevyzaduje pritomnost vysoké koncentrace aditiv v MF, které by zptisobovaly
iontovou supresi. Zaroven nizky obsah vodné slozky zptisobuje nizsi povrchové napéti nabitych

v

kapek, vznikajicich béhem ionizace, a tim i stabilné;si signal [125].

Diky kvantifikaci pomoci hmotnostni spektrometrie bylo potieba rozdélit na zakladni linii
pouze analyty se stejnou nomindlni hmotnosti, jako napi. ATP a dGTP (deoxyguanosin
trifosfat) (hmotnosti stanovovanych nukleosidi jsou uvedeny v Priloze 1) a ty, které nesou
stejnou nukleobazi, nebot’ béhem ionizace, ptredev§im v negativnim modu, dochéazi ¢astecné
k odstépeni fosfatu. V komplexni matrici by tak mohl byt nadhodnoceny signal méné
fosforylovaného nukleotidu.

3.1.1 Stacionarni faze (SF)

Prvnim krokem byl vybér vhodné komeréné dostupné kolony, ktera by umoznovala rozd¢lit
analyty s Sirokym spektrem distribu¢nich koeficientt (logD, Pfiloha 1), a tedy i odliSnym
chromatografickym chovanim. VyzkouSeli jsme osm riznych staciondrnich fazi v HILIC
modu, a to (A) sedm HPLC kolon a (B) dvé bézné pouzivané UHPLC kolony pro porovnani
ucinnosti. SF (A) jsou dvé typicky pouzivané pro HILIC separaci, a to (i) Cisty SiOH
(Phenomenex) a (ii) pfi¢né propojeny diol (Phenomenex); dvé pouzivané v HILIC i RP mdédu,
a to (iii) CN (Phenomenex) a (iv) monolitickd NH> kolona (Merck) a tfi zwitteriontové faze,
(v) ZIC-HILIC (ZH, Merck), s funkéni skupinou navdzanou na silikagelovy nebo polymerni
nosi¢ (ZIC-pHILC, ZpH) a (vi) ZIC-cHILIC (ZcH, Merck). S rozsifenim techniky UHPLC,
zv1asté pro rychlé nebo komplexni analyzy, se mezi oblibené¢ UHPLC HILIC kolony (B) dostaly
BEH-HILIC (Waters) a BEH-Amide (Waters), které jsou diky pouZiti hybridnich ¢astic stabilni
v rozmezi pH 1-12. Vzhledem k tomu, Ze vyvijena metoda mé mit co nejuniverzalnéjsi pouZiti,
vyvoj byl realizovan na HPLC kolonach za pouziti HPLC systému ve spojeni s jednoduchym
kvadrupdlem. Na UHPLC kolonach za pouziti UHPLC systému byly pouze otestovany jiz
optimalizované parametry nebo publikované metody.

Sedm HPLC kolon (A) bylo testovano za riznych podminek (Obrazek 7) na smési
nukleotidll a nukleosidi, aby se vybrala takova, kterd bude nejlépe vyhovovat vétSin€ analytt
se zamé&fenim na nukleotidy, a to pfedevs§im fosfaty guanosinu kviili monitoringu SR.

32



Kolona Aditivum MF pH MF

*SiOH =1 |* Kyselina |3
eDiol mravenci ////,77
eNH, . Mraven'ﬁan >|e5
oCN __| amonny
*ZIC-HILIC *Octan o7
«ZIC-cHILIC ZTdDrr;;in \
*ZIC-pHILIC =1 nlicitan "*9
amonny

Obrazek 7: Testované kombinace mobilnich fazi (pufr, pH) na sedmi HPLC kolonach. pH 9
bylo testovano pouze na polymerni ZIC-pHILIC kolong.

Nékteré kolony ani uspokojivé polarni analyty nezadrzely (CN), jiné nevykazovaly
dostate¢nou separac¢ni ucinnost (SiOH, diol). Zwitteriontové kolony poskytovaly pro
nukleotidy pfijatelnou retenci, navic dokdzaly od sebe rozd¢lit rizna analoga guanosin fosfath
se stejnou nominalni hmotnosti (Obrazek 8). Diky lepsi separacni ti¢innosti ZpH kolony pro
pH 5 byla optimalizace gradientu realizovana pti tomto pH, zéroven odpadla potieba pouziti
polymerniho nosice a kolona ZpH mohla byt nahrazena kolonou ZH.
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Obrazek 8: D¢leni guanosinu a guanosin-fosfati na kolonach (A) ZIC-pHILIC, 100 x
4.6 mm, 5 um, pH 9; ZIC-pHILIC, 100 x 4.6 mm, 5 pm, pH 5; (C) SiOH, 100 x 4.6 mm, 3 pum,
pH 5; (D) diol, 100 x 4.6 mm, 5 um, pH 5. Gradient 80 % B — 100 % B za 8 min, vydrz do
18 min. A = acetonitril, B = 50% acetonitril + 20 mM octan amonny.

Diky ptitomnosti stdlého obojetného naboje, ktery je vyvazen 1:1, je v zavislosti na pH
ovlivnén pouze naboj analytu. Z Tabulky 5 je patrné, Ze naboj nukleosidii a nukleobazi se se
zménou pH MF téméf neméni, a tedy 1 chromatografické chovani bude beze zmén [Obrazek 9,
A), B)], zatimco nukleotidy s rostoucim pH na ZpH kolon¢& snizuji retenci (Obrazek 8), nebot’
nesou vyss$i zaporny néboj. Jak bylo uvedeno v kapitole 2.5.4, mechanismus separace v HILIC
modu je komplexni, a kromé déleni mezi imobilizovanou vodnou vrstvu se uplatiiuji 1 jiné sily.
V piipad€ zaporné€ nabitého povrchu ZH/ZpH kolon pfi separaci zdporné nabitych nukleotidt
se jedna o elektrostatické repulse, které s rostoucim nabojem analytu sili.
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Sloucenina pKa
Adenin 10.29
Adenosin 12.45
Adenosin monofosfat 1.23
Adenosin difosfat 1.77
Adenosin trifosfat 0.9

Tabulka 5: pK. vybrané nukleobaze, nukleosidu a nukleotidi. Hodnoty jsou uvedené pro
nejsiln€jsi  kyselinu, tedy strukturu nesouci nejmens$i zaporny ndboj (vypocitano v
MarvinSketch).
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Obrazek 9: Déleni nuklesidii na kolonach (A) ZIC-pHILIC, 100 x 4.6 mm, 5 um, pH 9; (B)
ZIC-pHILIC, 100 x 4.6 mm, 5 pm, pH 5; (C) SiOH, 100 x 4.6 mm, 3 um, pH 5; (D) diol, 100
x 4.6 mm, 5 pm, pH 5. Potradi eluce: Thymidin, Adenosin, Uridin, Inosin, Cytidin, Guanosin.
Gradient 80 % B — 100 % B za 8 min, vydrz do 18 min. A = acetonitril, B = 50% acetonitril +
20 mM octan amonny.

Ackoli u nékterych nukleosidii zwitteriontova kolona vykazovala Siroké a chvostujici piky
(viz. Obrazek 9), stanoveni jejich intraceluldrnich koncentraci je marginélni, nebot’ jsou
zastoupen v koncentracich o 2-4 ady niz§ich nez nukleotidy.

Z testovanych UHPLC kolon se neosvédcila ani jedna. LepSiho rozdélni bylo dosazeno na
amidové kolon v bazickém pH neZ na nemodifikované BEH HILIC koloné& pti pH 5. BEH-amid
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pii pH 9 poskytuje sice ostré piky pro vétSinu nukleotidii, ale mnohé z nich koeluuji, mj. i pro
nas klicovy GTP, ppGpp a pppGpp.

Pro tcely analyzy nukleotidového fondu byly zvoleny zwitteriontové kolony ZH a ZcH.
Polymerni ZpH féaze nepfinasela zadny benefit, protoze vysoké pH MF snizovalo separa¢ni
ucinnost 1 pres lepsi tvar pikd. Navic neznamé slozeni polymerniho nosi¢ s sebou neslo riziko
necekaného chovani v komplexnich vzorcich, které muize byt ovlivnéno interakcemi mezi
matrici a povrchem polymeru. Diky odlisnému usporadani stalého dipdlu se separacni
schopnosti ZH a ZcH mirné li$i. Hlavni vyhodou ZcH je jeji schopnost oddélit od sebe ppGpp
a pppGpp, ¢imz se vyrazné usnadni jejich kvantifikace. Na druhou stranu se ¢astecné prekryvaji
piky NAD a AMP. Zaroveil analyty s adeninovou bazi snadno zdvojuji piky v zavislosti na
podminkach (slozeni nasttiku, MF). Proto upravy dalSich parametri byly vyvijeny na kazdé
koloné oddélené, a to nejen v zavislosti na ptitomné SF, ale v zavislosti na rozméru kolony a
pouzitém separacnim systému (HPLC/UHPLC).

3.1.2 Mobilni faze

Dalsi vyvoj spocival v optimalizovani slozeni, prutoku a gradientu mobilni faze. Z prvniho
screeningu vyplynulo, Ze pfidavek octanu amonného (NH4Ac) a slabé kyselé prostiedi ma
ptiznivy vliv na tvar piku. Pro ZH kolony se jevilo jako nejvhodnéjsi pH 5 a nizka koncentrace
NHsAc (10 mM). Amonné ionty ¢asteéné obsazuji zaporné nabity povrch SF, a tak snizuji
elektrostatickou repulzi, tedy zvySuji retenci [126]. Pfi pouziti stejnych podminek na ZcH
kolonu ov§em dochézelo ke zdvojeni pikit NAD a AMP, i nékter¢ jiné monofosfaty ukazovaly
,shoulder”. Tento jev se podafilo odstranit zvySenim koncentrace NHsAc na 25 mM. Vyssi
koncentrace pufru s sebou nese riziko potlaceni MS signalu [73], na druhou stranu ostré piky
umoznuji soucasny piisun vétsiho mnozstvi analytu na detektor a tedy zvyseni LOD.

Na ZcH kolon¢ bylo dobré vyuzit vyhody separace ppGpp a pppGpp. pppGpp obecné
Spatn€ ionizuje a pfi ionizaci dochazi ke ztraté jednoho, dvou i tii fosfatd, predevSim
v negativnim médu (vice v kapitole 3.2.1). Aby se podpofila ionizace, je dobré zvysit celkovy
zaporny nadboj na molekule. Toho 1ze dosdhnout zvySenim pH prostiedi. Jako kompromis mezi
kvalitou chromatografie a intenzitou detekce bylo zvoleno pH 7.

Pratok MF byl vzdy optimalizovana s ohledem na pouzity analyticky systém a rozméry
kolony. Pro ZH kolony vyssi pritok do urcité miry zlepSuje tvar piku i rozliSeni, ZcH faze
naopak lepsi separacni G€innost vykazuje pii niz§ich pritocich. Napt. pro kolonu s rozmérem
150 x 2.1 mm byl pouzity priitok 300 pl/min pro kolonu ZH a 150 pl/min pro kolonu ZcH.

Je tfeba brat v potaz i pouzity analyticky systém, jeho mimokolonové piispévky a detek¢ni
koncovku. V HPLC systému jsou mimokolonové piispévky fadove vyssi nez v UHPLC, je tedy
vhodnéjsi pouzit vyssi pratok, aby se potlacil jejich vliv. Kvalitu MS detekce a stabilitu signalu
také ovliviiuje prutok. Obecné je APCI ionizace méné citliva na vysSi pritoky a poskytuje
stabilni signal 1 pii pritoku 1 ml/min, protoze k ionizaci analyti dochézi az po prevedeni do
plynné faze [101]. Ionizace pomoci elektrospreje, ktera je pro malé polarni molekuly vhodné&;si,
naopak vyzaduje nizsi pratoky. Proto se do HPLC systému zavadi ,,splitter", at’ jiz pasivni ¢i
aktivni, ktery podle pouzitého priitoku pousti do hmotnostniho detektoru jen malou ¢ast mobilni
faze s analyty. V pfipadé¢ komerc¢nich UHPLC systémt byvd hmotnostni detektor zatazen
sériové pifimo za kolonu, popt. za nedestruktivni detektor, a tedy neni vhodné operovat
s priatoky >500 pl/min. V Tabulce 6 jsou vedeny vSechny pouzité kombinace rozméru kolony
a prutoku.
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Stacionarni faze Rozmér (mm) Pritok (ul/min)  Systém
ZIC-HILIC 150 x 4,6 500 HPLC/UHPLC
ZIC-HILIC 150 x 2,1 300 UHPLC
ZIC-HILIC 250x 2,1 150 UHPLC
ZIC-pHILIC 150 x 4,6 1000 HPLC
ZIC-cHILIC 100 x 4,6 1000 HPLC
ZIC-cHILIC 150x 2,1 150 UHPLC

Tabulka 6: Pouzité¢ kombinace SF, rozméru kolony, priitoku a testovaného systému.

Podminky gradientu se liSily pro ob& kolony diky odli$né¢ koncentrovanému pufru. Octan
amonny je v acetonitrilu nerozpustny a dochézi k jeho vysrazeni. Namichdni zasobniho vysoce
koncentrovaného pufru (napt. 100 mM) vedlo v pocatecnich fazich gradientu, kdy je v MF
vysoka koncentrace acetonitrilu, k postupnému ucpavani nastiikového sedla. Jako nejvhodné;si
se ukazala varianta upravit 100 mM octan amonny na pozadované pH a timto natedit 100%
acetonitril na pfislusnou koncentraci octanu amonného v MF. Pro ZH kolony byl jako slabsi
solvent pouzity 90% acetonitril a pro ZcH kolony 75% acetonitril. Vysoké procento vodné
slozky a pozvolny gradient umoznily dobré rozdéleni vétSiny nukleotidi. Podminky pro

jednotlivé kolony, které byly pouzity na in vivo experimenty a jejich rozméry jsou vedeny
v Tabulce 7.

Stacionarni Rozmér Gradient Mobilni faze
faze (mm)
Z1C- 150 x 80 % B 0. — 2. min, 80-50 % B 2. A =10 mM octan amonny, pH 5; B =
HILIC 4.6 —16. min, 50 % B 16. —20. min ~ 90% acetonitril + 10% 100 mM octan
amonny, pH 5
Z1C- 150 x 80 % B 0. — 3. min, 80-60 % B 3. A =10 mM octan amonny, pH 5; B =
HILIC 2,1 —17.min, 60 % B 17. —20. min ~ 90% acetonitril + 10% 100 mM octan
amonny, pH 5
Z1C- 250 x 80% B 0.—3. min, 80-60 % B 3. A =10 mM octan amonny, pH 5; B=
HILIC 2,1 —25. min 90% acetonitril + 10% 100 mM octan
amonny, pH 5
Z1C- 150 x 100 % B 0. — 3. min, 100-70 % B A =25 mM octan amonny, pH 7; B=
cHILIC 2,1 3. -20. min, 70 % B 20. - 75% acetonitril + 25% 100 mM octan
25. min. amonny, pH 7

Tabulka 7: Analytické podminky pro vybrané zwitteriontové kolony, které byly pouZity pro
vyvoj metodiky analyzy bakteridlnich extrakti.

Pro ptepocet gradientu a prutoku z jednoho rozméru kolony na jiny byla otestovana i online
pristupna chromatograficka kalkulacka [127]. Na Obrazku 10 je patrné, ze i kdyz jsou si
jednotlivé dvojice chromatogramti podobné [A) a B); C) a D)], nelze jednoduse validovanou
metodu pfenést na jiny rozmeér kolony bez nésledujici konfirmace.
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Obrazek 10: Analyza ptipravené smési nukleotid S. typhimurium (upraveno podle [36])
na riznych rozmérech ZIC-HILIC kolon. (A) 250 x 2.1 mm, 3,5 pm; prutok 0,2 ml/min; nastiik
1 uL. (B) 150 x 4,6 mm, 3.5 um; pruatok 0.5 ml/min; nastfik 3 pL. (C) 150 x 2,1 mm, 3,5 um;
pratok 0,2 ml/min; nasttik 1 pL. (D) 150 x 4,6 mm, 3,5 um; pritok 0,72 mL/min; nastiik 3 pL.
Analyty: 1 = ATP, 2 =UTP, 3 = GTP, 4 = ppGpp.

3.1.3 Nastrik

Vliv sloZeni nasttiku v technice HILIC je diskutovan mnohymi autory [128-130] a je zndmy
fakt, ze ovliviiuje separaci vyraznéji nez sloZeni nastfiku pfi chromatografii na reverznich
fazich. Nejvhodné&js$i slozeni nastfiku je takové, které je co nejblize pocatecnim
chromatografickym podminkam. Rozpustit velmi polarni analyty ve vysokoprocentnim
aprotickém rozpoustédle je Casto komplikovane, zvlasté pro horni body kalibra¢nich kiivek.
Casto byva opomijen fakt, ze diileZitou roli hraje i objem nastfiku, a tedy absolutni mnozstvi
vody, které se dostane na kolonu, ve vztahu s jejim mrtvym objemem (Vo). Také separacni
mechanismus, ktery se uplatiiuje, ma vliv na kvalitu separace. Jak je patrné z Obrazku 11,
nejmensi vliv ma slozeni nastiiku na tvar piku na koloné¢ ZcH kvili relativné vysoké
koncentraci soli. Naopak nejvice je ovlivnéna kolona ZH s Vo = 296 pl. Siroké, chvostujici az
zdvojené piky jsou patrné hlavné pro analyty se slabou zadrzi, tedy nukleosidy a nukleosid-
monofosfaty. Nicméné pouziti 50% acetonitrilu pro ptipravu standardii se jevilo jako
dostacujici a vySsi procento acetonitrilu vedlo spiSe k horsi opakovatelnosti. Vzhledem k tomu
ze jedna analyza trvala 30-45 min, prométeni kalibraéni kiivky v triplikatu trva 12-18 h. Pokud
neni k dispozici chlazeny nastfikovy prostor, je tfeba brat v tvahu moznost ¢aste¢ného
zakoncentrovani vzorku, protoze relativni evaporacni rychlost acetonitrilu je 5,8, zatimco vody
jen 0,3 [131].
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Obrazek 11: Vliv néstfikového objemu a obsahu vody v néstfiku na kvalitu piku pro méné
polarni AMP a polarnéjsi ATP na dvou rozmérech kolon (150 x 2,1 mm; Vo =296 ul a 250 x
2,1 mm; Vo =436 ul) a dvou riznych stacionarnich fazich (ZH a ZcH).

3.2 Vyvoj podminek detekce a kvantifikace

Vyuziti jednoduchého kvadrupolu pii detekci a kvantifikaci bylo bezpodmine¢nym
pfedpokladem této metody a jeji novelizaci oproti pfedchozim pfistupiim pii kvantifikaci
nukleotidového fondu. Pro kontrolu a ndzornost byl zatazen i DAD detektor, ktery diky linearni
odezveé umoznoval kontrolu nad spravnou kalibraci a kvantifikaci nekoelujicich analytu.

3.2.1 Detekce

Nejprve byla metoda vyvijena na dvou jednoduchych kvadrupolech, a to Shimadzu LCMS-
2020 a Waters 3100, aby byla ovéfena jeji pouzitelnost za téch nejjednodussich podminek. Pro
biologické experimenty kviili vyssi presnosti a nizS§im LOQ byl zvolen analyzator qTOF
(Acquity qTof, Waters) v modu full scan.

Prvnim krokem bylo zvolit vhodny ioniza¢ni mod. Ostatni parametry, jako napéti na zdroji,
teplota a priitok zmlzujiciho plynu, byly optimalizovany podle pouzitého systému a v zavislosti
na prutoku. Pokud analyty ionizuji v negativnim modu, je vhodné ho vyuzit i ke stanoveni,
zv1asté kviilli menSim matriénim efektim, které se v ESI- neuplatiuji v takové mite jako v ESI+
[109]. Na druhou stranu ioniza¢ni G¢innost je v ESI- 1 pro negativné nabité fosfaty nizsi a tak
dosahuje vétsina analyti vys$Sich LOD a LOQ. Oba mddy byly porovnany nejen na smésich
standardid a profilu kalibraéni kiivky (viz 3.2.2.), ale také na realnych vzorcich. Zatimco pii
analyze standardd a kontrolnich vzorkl (QC) se jevil ESI+ jako vhodnéjsi diky niz§im LOQ,
na realnych vzorcich se intenzivné projevovala jeho vyssi ioniza¢ni ii¢innost v podobé bohatého
spektra a kolisavého signalu silnéji ovlivnéného ME.
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Na druhou stranu v ESI- pfi ionizaci trifosfath a polyfostati dochéazelo ke ztraté jednoho ¢i
dvou fosfatl z molekuly, coz vedlo k bohatSimu hmotnostnimu spektru a slabSimu signalu
matetského iontu. Tento efekt rostl se zvySujicim se poctem fosfatti v molekule. Ztrata fosfata
je koncentraéné zavisla, tedy pomoci kalibra¢ni kiivky v definovaném médiu Ize urcit
koncentraci matetské molekuly bez ohledu na ostatni Stépné produkty. Snizeni intenzity
matefského iontu bylo komplikaci hlavné pro (p)ppGpp (a jiné alarmony), jejichZz ptirozena
koncentrace v nestresovanych bunkéch je velmi nizka. Nabizela se dvé feSeni — kvantifikovat
jako sumu ppGp + ppGpp (+ pppGpp) v ESI- nebo pouzit pro tento analyt ESI+, u kterého se
odstépeni fostatu na zdroji uplatituje v daleko mensi mitre. Na druhou stranu snaze tvoii adukty
s kationty pfitomnymi v systému, jejichz druh i koncentrace mlze kolisat v ndvaznosti na
predchozi méteni.

Pro detekci nukleotidi v bunéénych extraktech se ESI- jevi jako vhodnéjsi diky lepsi
opakovatelnosti. Na druhou stranu pfi velmi nizkych koncentracich analytu je naro¢né udrzet
zaporny naboj béhem ionizace [132]. ZvySeni napéti na zdroji z 1.2 kV na 2 kV (qTOF) vede
k intenzivn&j$imu signdlu matetského iontu a u nizkych pratoki (do 300 pl/min) neni ovlivnéna
stabilita spreje [125].

3.2.2 Kvantifikace

Pti vyuziti hmotnostni detekce se kvantifikuje obvykle pomoci MS/ MS na dcefiny ion. |
kdyz je absolutni mnozstvi dopadajicich iontli na detektor mensi, diky vyraznému snizeni
pozadi je dosazeno nizsi LOQ. Vyzaduje to ale zdlouhavou optimalizaci vSech piechodi. Pro
experimentalni biologické laboratofe tak vysoka ptesnost neni obvykle potfeba. Stanoveni
koncentrace pomoci jednoduché MS s sebou nese ale né€kolik rizik: (i) pfi hrani¢nich
koncentracich obvykle vykazuje nelinearni chovani, (ii) je citlivd k ndhodnym chybadm
detektoru a (iii) absolutni signal je zavisly na ,hmotnostnim okné“, ve kterém je analyt
stanovovan, a tim i na spravné kalibraci pfistroje.

3.2.2.1 Vnitini standard (IS) a matri¢ni efekty (ME)

Vnitini standard (IS) se pouziva pii kvantifikaci pro minimalizovani ndhodnych chyb a
matri¢nich efektl, kdy se signal analytu koriguje pomoci signalu IS podle rovnice:

Rc = (Axx cis)/ Ais (8)

kde Rc je korigovany signdl analytu, Ax je plocha piku analytu, Ajs je plocha piku vnitiniho
standardu a cis je koncentrace vnitiniho standardu. Pfi analyze Zivych systéml pomoci MS se
nejcastéji pouzivaji izotopicky znacené vnitini standardy, které kromé znaceného prvku mayji
shodnou molekulu s analytem. Tyto znacdené standardy se piiddvaji do extrakéniho
rozpoustédla nebo do média, a tak poskytuji informaci i o extrak¢ni G¢innosti. Zaroven by mély
kopirovat chromatografické¢ i ionizacni chovani analytu. Ne pro vSechny nukleotidy jsou
izotopicky znaCené standardy dostupné (napf. pro analoga guanosinfosfatl) a pro jiné jsou
velmi drahé [110]. Navic v pfipad¢ vysokych koncentraci analytu, nebo naopak znaceného IS,
muze dojit k potlaceni ionizace jedné ¢i druhé slozky a vysledky pak nebudou pravdivé.

Byla tedy testovana hypotéza, Ze vhodné zvoleny neznaceny standard poskytuje velmi
podobnou korekci ndhodnych chyb méfeni jako znaceny standard. ProtoZe se prace zamétuje
pfedevsim na stanoveni guaninovych nukleotidl, bylo potfeba pro hledany IS vyhovét
nasledujici podminkam: (i) obsahuje guaninovou bazi, (ii) pfirozen¢ se v bakterialnich bunkach
nevyskytuje, (iii) vykazuje podobné ionizacni chovéani jako analyzované nukleotidy a (iv)
eluuje mimo oblast s nejvysSim vyskytem analytd. Byly srovnany tfi syntetizovand analoga
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guaninu, z nichz jeden, ProG [133] (Obrazek 12), spliioval vSechny podminky. Poskytuje
stabilni signal v ESI+ 1 ESI-, na ZH koloné¢ se eluuje jako posledni a na ZcH koloné jako prvni.
Tim je mozné kontrolovat jeho MS odezvu u komplexni matrice i pomoci UV signalu, ktery
neabsorbujicimi slozkami matrice neni ovlivnén.
i
HN N
I AW
HNT N7 N

9H
HO

Obrazek 12: Syntetizovany vnitini standard ProG pro kvantifikaci nukleotidového fondu.

Pro srovnani byly testovany ob¢é SF, tedy ZH i ZcH a oba ioniza¢ni médy, tedy ESI+ i ESI-
na rozpoustédlovych standardech, extrakénim médiu i redlnych vzorcich. Porovnavala se
intenzita signalu plné izotopové znadeného ATP (13C!°-ATP), ktery byl ptiddn do extrakéniho
média, a ProG, ktery se pfidaval do vzorku pted analyzou. Mezi jednotlivymi kolonami nebyly
pozorovany vyrazné odchylky, kromé absolutni hodnoty signalu, ktery je pro ZH kolonu nizsi
nez pro ZcH. V obou ioniza¢nich médech poskytoval ProG stabilni signal v rozpoustédlovych
standardech i v redlnych vzorcich, ktery korespondoval se signdlem 13C'°-ATP, a tak je
zpisobily korigovat ME v této metodé.

Aby se porovnala schopnost IS negovat zmény v signalu zptisobené ndhodnymi vlivy, bylo
zamérné ndhodné ménéno napéti na kapilafe a pratok ioniza¢niho plynu. Koncentrace IS se
nemeénila, a tak byl UV signdl stabilni. Pomé&r mezi MS a UV signalem driftoval velmi podobné
pro ProG jako pro 13C'°-ATP (Obrazek 13). Z toho plyne, Ze vhodné zvoleny IS miZe upravit
vliv ndhodné chyby analytické metody stejné jako izotopovée znaceny standard.

ME se stanovuji porovnanim signalu rozpoustédlového standardu se signdlem stejného
standardu v matrici po extrakci podle rovnic (5 a 6) v kapitole 2.5.5 (vi) Matri¢ni efekty. Jak
zde bylo uvedeno, na ME ma vliv mnoho faktorli, z nichz jednim z velmi podstatnych je
chromatograficka separace pfedchézejici ioniza¢nimu procesu. Diky extrakci relativné slabou
1 M kyselinou octovou neni v extraktu pfitomno velké mnoZzstvi matri¢nich slozek, které by
eluovaly na zwitteriontovych kolonach v regionu analytli, jako napf. organické soli nebo
fosfolipidy. Proto byly ME stanoveny pro vSechny analyty <5 % pro ESI- a <12% pro ESI+.
V negativnim mddu se uplatiiovalo pro vétSinu analytid velmi slabé zvySeni signalu, zatimco
pro pozitivni mod bylo pozorované mirné potlaceni signalu. Divodem je, Ze ESI+ ma vyssi
ioniza¢ni ucinnost pro vétSinu molekul, at’ jiz Zadoucich nebo nezddoucich, coz vede
k bohatSimu spektru a vyssi pravdépodobnosti ME.
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Obriazek 13: Porovnani 13C!°-ATP (modry ter¢) a ProG (oranzovy ter¢) pii zménach napéti
a prutoku plynu. Kolona ZIC-cHILIC 150 x 2,1 mm, 3 um; ESI+.

3.2.2.2 Kalibraé¢ni krivka

Kalibrace vyjadiuje vztah mezi métenym analytickym signalem a koncentraci vzorku [134].
Je ohraniCena spodni a horni mezi kvantifikace (ULQ, z angl. Upper Limit of Quantification),
kdy je detektor jiz saturovan, a je popsana urcitou matematickou funkci. Pti pouziti MS detekce
je Casto tato funkce linearni v mnohem uzsim rozsahu, nez je LOQ a ULQ. Cely interval lze ale
popsat jinou funkci, ktera odpovida definici linearity jakozto validacniho pozadavku, kdy
linearita metody je jeji schopnost v ramci ur€itého rozsahu méfit vysledky pfimo tumérné
koncentraci analytu ve vzorku.

U nukleotidll se kalibra¢ni kiivka liSila podle ionizaéniho modu, podle polarity daného
analytu, resp. podle mnozstvi pfitomnych fosfatli, i podle pouzitych analytickych podminek.
Pro ESI- se daly body mezi LOQ a ULQ prolozit linearni funkci pro monofosfaty, pro difosfaty
a trifosfaty bylo vhodné&jsi pouzit funkci kvadratickou. Kalibra¢ni profil se neliSil pro ZH ani
ZcH podminky. V ESI+ poskytuji monofosfaty intenzivni odezvu, 1épe tedy popisuje vztah
mezi signdlem a koncentraci linearni log-log funkce. Toto je vyrazné hlavné u ZcH podminek.
U ZH podminek je intenzita signalu slabsi, 1épe tedy vyhovuje prolozeni bodti funkce linearni.
Odezva difosfati a trifosfatl koresponduje opét s kvadratickou funkci u obou kolon. Rozdil
mezi koeficientem determinace (R?) u polyfosfatd pro linearni a kvadratickou funkci v ESI+
neni ale tak vyrazny jako v ESI-.

Obecné Ize tedy shrnout, Ze ¢im slabsi signdl analyt poskytuje, tim lépe odpovida jeho
koncentrac¢ni zavislost kvadratické funkci, naopak ¢im je signal intenzivngj$i, tim je kalibra¢ni
kiivka blizsi log-log zavislosti.

Casto se pro vytvofeni kalibratni kiivky pouzivd vaZena regrese, at’ jiz linearni nebo
nelinedrni. VaZena funkce ma za ukol zvyhodnit spodni body kalibra¢ni kifivky pouzitim
vazeného faktoru nejéastéji 1/x nebo 1/x%. Podle [135] ma byt pouZito ,,odpovidajici vazeni®.
Ktery vazeny faktor je odpovidajici jsme stanovili jako soucet RSD jednotlivych kalibra¢nich
bodii (i) bez pouziti vazeni, (ii) s vaizenym faktorem 1/x a (iii) s vdizenym faktorem 1/x2.
Vyrazny rozdil byl mezi nevazenou regresi a pouzitim faktoru 1/x. Pouziti faktoru 1/x> mirné
snizovalo sumu RSD pouze pro trifosfaty s vyrazné kvadratickym profilem, pro di- a
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monofosfaty bylo vyhodnéjsi pouzit vazeny faktor 1/x. Aby se zachoval piedpoklad co
nejjednodussiho modelu a co nejkonstantnéjsiho vypoctu koncentraci, byla zvolena jednotna
vazena regrese 1/x.

3.2.3 Validace
Validace jednotlivych parametrii metody je dikladné popsana v Publikaci 1 (Priloha 3).

3.3 Vyuziti metody p¥i analyze realnych vzorki

Vyvinutd analytickda metoda mé slouzit jako screeningovy nastroj pro biology, bylo tedy
nezbytné otestovat jeji funk¢nost na realnych vzorcich.

3.3.1 Invitro experimenty

Prvni testovani schopnosti metody detekovat a kvantifikovat rizna analoga guanosinfosfatt
bylo realizovano na in vitro experimentu, kdy se sledovala schopnost enzymt MutT, NudG,
NadR, a TrmE stépit ppGpp (Publikace 2). Tyto enzymy a negativni kontrola (maltose-binding
protein [MBP]) byly inkubovany s pétinasobnou koncentraci ppGpp v pufru, ktery se skladal
z40 mM Tris (pH 7,5), 100 mM NaCl a 10 mM MgCl,. Po inkubaci byly vzorky okamzité
zmrazeny a dodany k analyze.

Kvantifikace byla provedena pomoci externi kalibra¢ni kiivky jednotlivych guanosinfosfat
v ptislusném pufru na koloné¢ ZH (150 x 2,1 mm, 3,5 um; prtutok 0,3 ml/min). Protoze se
jednalo o in vitro experimenty a pufr, ve kterém byly realizovany, jsme méli dostupny v presném
slozeni, nebylo nezbytné guanosinfosfaty chromatograficky rozdélit. Slozky pufru eluovaly
mimo sledované analyty, a tak jejich detekce, a tedy i pomér rizné fosforylovanych iontt,
nebyla ruSena. V praxi se tak ukazala vyhodnost pouziti HILIC separace, ktera odd¢lila rusivé
matri¢ni slozky, s MS detekei, kterd selektivné kvantifikovala jednotlivé analyty bez nutnosti
pouzit tandemové hmotnostni spektrometrie. Popis metody je uveden v experimentalni ¢asti a
stanovené vysledky jsou v doprovodném materidlu Publikace 2 (Ptiloha 2).

3.3.2 Analyza bakterialnich extrakti

DalSim stupném testovani byly bakterialni extrakty. Pro ovéfeni schopnosti metody zachytit
realny obraz intracelularniho sloZeni nukleotidi byl vybran velmi dobte popsany kmen E. Coli
K12. Vzorky byly péstovany na MOPS miniméalnim médiu [136], protoZe pouziti LB bujonu
poskytovalo neopakovatelné vysledky.

3.3.2.1 Optimalizace zpracovani vzorku

Pro kontrolu, zda pfi zpracovani vzorku nedochézelo k degradaci klicovych nukleotidovych
metabolitli, se pouzivd vypolet poméru AEC [viz odstavec 2.2, rovnice (1)]. Bunky
v exponencialni fazi ristu by mély mit AEC >0,8, tedy ATP by se mélo nachazet v fadove vyssi
koncentraci nez ADP a koncentrace AMP by méla byt zanedbatelna. Nizsi hodnoty AEC
ukazuji na nespravné zpracovani vzorku.

Byly otestovany tii extrakéni postupy =z literatury, a to (i) extrakce smési
CHCIl3:CH30H:H>0 [137], (i1) extrakce ledovou 1 M FA [20] a (iii) extrakce ledovou 1 M HAc
[21]; a dva zpiisoby oddé€leni bunék od média — (I) centrifugace a (II) filtrace. Pro poléarni
nukleotidy extrakce kyselinou poskytovala vyssi vytéznost oproti smési s chloroformem. Pii
pouziti slabsi kyseliny octové bylo v extraktu pfitomno méné nezadoucich prvki matrice, které
by rusily MS detekci. U zplisobu zpracovani bakteridlni kultury poskytovala filtrace vy$si AEC
ve srovnani s centrifugaci, i kdyz rozdily nebyly tak dramatické, jako uvadéji néktefi autofi
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[21]. Metoda zpracovani a extrakce publikovana Varikem a kol. se jevila pro gramnegativni E.
Coli jako nejvhodnéjsi. Presto dosazené hodnoty AEC byly zpocatku <0,8. Byly tedy testovany
hypotézy, ze (i) po extrakci pretrvava aktivita hydrolytickych enzymd, (ii) buiiky jsou sklizeny
mimo exponencidlni ristovou fazi a (iii) doba zpracovani bunék pied zastavenim metabolismu
je prili§ dlouha.

Aby byla vyloucena hypotéza (i), byla 1 M kyselina octova fortifikovana 100 uM ATP. Po
lyofilizaci a rekonstrukci vzorku by vyslednéd koncentrace méla byt 75 uM, coz byl ptiblizné
Ctyindsobek ocekavané koncentrace ATP. Vyrazna defosforylace by byla zaznamenéna i
znanym ubytkem pfidaného ATP. Koncentrace ADP ale byla podobna pro fortifikované i
nefortifikované vzorky. Pietrvavajici enzymaticka aktivita tak byla vyloucena.

Pro zjisténi, zda se (ii) buniky stidle nachazi v exponencialni fazi ristu, byly sklizeny pfi
riznych ODgoo od 0,096 do 0,76. S rostouci optickou hustotou rostla celkova koncentrace
adenosinfosfatii (ATP+ADP+AMP), ovS§em AEC nekopirovalo Zadny trend a hodnoty se lisily
viceméné¢ ndhodné (Obrazek 14). Bylo tedy potvrzeno, Ze buniky E. Coli s ODgsoo <1 nedosahuji
stacionarni faze ristu a jejich metabolismus neni za normalnich podminek pozménén.
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Obrazek 14: Zména AEC s rostoucim OD.

Zbyvalo otestovat, zda (iii) neni doba mezi sklizenim bunék a zastavenim jejich metabolismu
pfilis dlouhd, protoze i jednotky vtefin mohou vyrazné sniZit hladinu ATP. Byl tedy sniZen
objem filtrovanych bun¢k na 5 ml a tim sniZzena doba filtrace o 2-3 vtefiny. Ve vSech ptipadech
bylo AEC >0,8, tedy doba filtrace je klicovym faktorem pii zpracovavani vzorku pomoci
vakuové filtrace. Ta souvisi s filtrovanym objemem i se zru¢nostni a praxi obsluhy. Po ziskani
cviku bylo mozné filtrovany objem mirné zvysit na 8 ml a tim ziskat koncentrovangjsi
analyticky vzorek.

3.3.2.2 Indukovana stringentni odpovéd’ (SR)

Bézny zplisob indukce SR je s vyuZzitim antibiotika mupirocinu. To se reverzibiln€ vaze na
isoleucyl t-RNA syntetdzu a zptisobuje tak nedostatek aminokyseliny isoleucinu [138], ktery
vyvolé stringentni odpoveéd’ projevujici se mj. zvySenou produkei alarmont ppGpp a pppGpp.
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Byla ovéiena schopnost metody tuto produkci zachytit, rozliSit mezi jednotlivymi alarmony a
kvantifikovat i malé zmény v koncentraci zptisobené rozdilnou koncentraci mupirocinu.

Z bun¢k v exponencialni fazi rastu (ODgoo = 0,45) byly odebrany alikvoty po 8 ml na analyzu
a ke zbylé kultuie byl pfidan mupirocin v koncentraci 150 umol/l, ktera byla dale inkubovéana
po dobu 30 min. VSechny vzorky v pentaplikatech byly zpracovany podle [21], vCetné Cistého
média, a byla stanovena jejich koncentrace na kolon¢ ZcH kvili jeji schopnosti rozli§it mezi
ppGpp a pppGpp a niz§im mezim detekce. Vysledky jsou podrobné rozebrany v Publikaci 1.
Porovnani UV chromatogramu extraktu za fyziologickych podminek s extraktem stresované E.
Coli je znazornén na Obrazku 15.
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Obrazek 15: Porovnani extrakti E£.Coli K12 pii ODgoo = 0,45. A — neindukovana SR, B —
ptidavek 150 uM mupirocinu pro indukci SR. Kolona ZIC-cHILIC, 150 x 2,1 mm, 3 um.

Pro zjiSténi, zda je metoda vhodnd i na zaznamendni menSich zmén v koncentraci
nukleotidli, zvlast¢ pak (p)ppGpp, byla realizovéana esej, ktera spocivala v indukci SR
mupirocinem o koncentraci 20 pmol/l a 150 pumol/l v zévislosti na ¢ase. Vysledky jsou uvedeny
v Tabulce 8. Je patrné, ze pro nizs§i koncentraci mupirocinu byly pocatecni koncentrace
rozdil, mezi koncentraci ppGpp a pppGpp se zvySoval. Naproti tomu pii pouziti 150 uM
mupirocinu rostly koncentrace pouze po prvnich 35 minut inkubace, poté zacalo mnozstvi
(p)ppGpp klesat a rozdil mezi koncentracemi ppGpp a pppGpp se snizil. Z experimentu je tedy
ziejmé, ze metoda je dostatecné zptsobila zachytit 1 relativné malé zmény béhem SR.
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Koncentrace mupirocinu = 20 uM

¢as (min) ppGpp pppGpp

koncentrace (umol/l) o (%) koncentrace (umol/l) o (%)
7 326,1 23 % 1529 23 %
15 413,9 7% 3193 26 %
25 398.,3 7% 3369 6 %
35 479,7 5% 3129 34 %
45 566,0 7% 3827 5%
Koncentrace mupirocinu = 150 uM
¢as (min) ppGpp pppGpp

koncentrace (umol/L) o (%) koncentrace (umol/l) o (%)
5 374,0 7% 2241 3%
10 357,6 10 % 304,3 17 %
15 478,4 22 % 380,1 24 %
35 593,8 10% 524,8 8 %
45 441,1 20 % 406,9 14 %

Tabulka 8: Casova zavislost indukce stringentni odpovédi dvéma riznymi koncentracemi
mupirocinu.

3.3.2.3 Aplikace na mykobakterie

Poslednim krokem ovéfeni aplikovatelnosti metody bylo jeji otestovani na jiné bakterialni
Celedi. Byla zvolena grampozitivni bakterie Mycobacterium smegmatis. Mykobakteria maji
silnou hydrofobni bunécnou sténu a sndze tedy odoldvaji extrakénim cCinidlim. Proto se
nejdiive porovnala extrakéni u€innost siln€jsi kyseliny mravenci a kyseliny octové. Rozdily
mezi obéma kyselinami nebyly vyznamné, proto byla pouZita jiz dobie zavedena extrakce 1 M
HAc.

Byly porovnévany bakterie M. smegmatis péstované v definovaném médiu [139] s riznym
obsahem purinovych bazi (adeninu, guaninu a hypoxantinu) spolu s bakteriemi, které mély
deletovanou oxidoreduktazu guaB1. Relativni poméry jednotlivych nukleotidl jsou uvedeny
v Tabulce 9. Z uvedeného lze vyvodit, Ze jediny kvantifikovany nukleotid, na ktery ma
signifikantni vliv absence enzymu guaB1, je NAD. Detekované koncentrace jsou podobné¢ jako
u E. coli, ovSem bez stanoveni extrakéni uCinnosti a bunécného objemu nelze naméfené
hodnoty ptepocitat na intracelularni koncentrace. DalSi vyzkum na bakterii M. smegmatis bude
pokracovat.
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Analyt Wt Wt Wt Wt AguaBl1 AguaBl AguaBl AguaBl
100 pM 100 pM 100 pM 100 pM 100 pM 100 pM
Ade Gua Hyp Ade Gua Hyp
ATP 100% 100% 100% 100% 100%  100%  100% 100 %
ADP 53% 55% 62 % 57 % 43 % 62 % 60 % 74 %
AMP 5% 3% 6 % 4% 5% 8 % 8 % 10 %
dATP 24% 21 % 19 % 24 % 13 % 22 % 16 % 18 %
GTP 60% 50 % 55 % 56 % 51 % 51 % 67 % 64 %
GDP 18% 16% 19 % 22 % 16 % 22 % 21 % 20 %

GMP 2% 2% 3% 3% 1 % 2% 1 % 2%
dGTP 29% 27 % 25 % 22 % 22 % 22 % 18 % 25 %
dGMP 11% 7% 21 % 14 % 6 % 13 % 8% 12 %
ITP 7 % 8% 7% 12 % 8 % 10 % 9 % 6 %
IDP 10% 16 % 17 % 12 % 7% 11 % 18 % 35 %

IMP 11% 10% 9 % 9 % 6 % 7% 5% 5%
CTP 54% 47% 49 % 52 % 49 % 57 % 57 % 67 %
CDP 11% 19% 20 % 20 % 12 % 22 % 17 % 22 %

CMP 2% 3% 4% 3% 2% 2% 1 % 1%
UTP 42% 43 % 37 % 35% 29 % 32% 35% 39 %
UDP 14% 15% 22 % 20 % 9 % 10 % 12 % 13 %
UMP 8 % 5% 13 % 4% 8 % 7% 12 % 6 %

NAD  75% 47%  100% 119% 145% 159% 224% 284 %
NADH <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 2% 2% 2% 2%
ppGpp <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
pppGpp <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
AEC 0,80 0,81 0,78 0,80 0,82 0,77 0,77 0,75

Tabulka 9: Relativni pomér jednotlivych nukleotidii v M. smegmatis za riznych podminek.
ATP = 100 %. Wt = pfirozeny fenotyp, AguaB1 = fenotyp s deletovanou oxidoreduktdzou
guaB1; 100 uM Ade = médium s pfidanym adeninem v koncentraci 100 pumol/l, 100 uM Gua
= médium s pfidanym guanosinem v koncentraci 100 pmol/l, 100 uyM Hyp = médium
s pfidanym hypoxantinem v koncentraci 100 pmol/I.
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4 ZAVER

V ptedlozené praci byla vyvinuta metoda pro analyzu nukleotidii v bakterialnich extraktech
novym, zjednoduSenym piistupem vyuzivajici zwitteriontovou HILIC kolonu s jednoduchou
MS deteket, ktera umoziiuje selektivni detekci bez nutnosti optimalizovani MS/MS piechodii.
jako pGpp a GTP, pGp a GDP, které jsou obtizné stanovitelné¢ vedle sebe. Analyty jsou
kvantifikovatelné s pomoci neznaceného externiho vnitfniho standardu, ktery je mozné piidat
az po extrakei.

Metoda byla validovana pro 30 analytii a aplikovana na in vitro 1 in vivo experimenty pii
indukci stringentni odpovédi.

Z vysledkl se metoda jevi jako slibny screeningovy nastroj pro biologické ucely, ktera je
schopnd stanovit a bezpecn¢ odlisit nukleotidy od jinych intracelularnich metabolitii a zachytit
1 mens§i zmény v koncentracich alarmonti béhem stringentni odpovédi.
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6 KOMENTARE K OSTATNIM PUBLIKACIM:

Na publikacich 3 — 13 jsem se podilela jako analyticky chemik. Prace oznacené tu¢né
vznikly v rdmci doktorského studia na Katedie analytické chemie PiF UK. Spolecnym
jmenovatelem vSech publikaci je vyuziti techniky LC-MS. Analyticka prace spocivala vzdy
ve vyvoji metody pro danou skupinu latek. Tyto latky byly charakterizovany (3, 4, 5, 6, 8, 9,
11, 12, 13), popt. byla sledovana zména né¢jakého parametru/ parametra v zavislosti na
vnéjsich podminkach (4, 6), nebo metoda slouzila jako detekéni koncovka pro vystup
enzymatické eseje (7, 10). Ve vsech ptipadech se jednalo o dosud necharakterizované latky,
Casto s unikatni strukturou a problematickym chromatografickym nebo ionizacnim chovanim.
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Rejman. RICT2013, Nice.
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PRILOHA 1:

Log D [140] a molarni hmotnosti validovanych analytt.

Analyt Log D Molarni
hmotnost (Da)
pHS5 pH 7
PPPGppP -14,5 -16,2 602,96
NADP -12,8 -15,2 743,08
ppPGpp -12,0 -13,5 682,92
NAD -10,9  -11,3 663,12
NADPH -10,7  -12,5 745,09
CcTP -10,0 -11,0 482,99
pGpp -10,0 -11,5 522,99
GTP -9,8 -11,1 522,99
ppGp -9,8 -11,9 522,99
ATP -9,7 -10,2 507,00
ITP -9,5 -10,5 507,98
uTpP -9,5 -10,5 483,97
dCTP -8,7 -10,0 466,99
dITP -8,7 -9,9 491,99
duTpP -8,7 -9,9 467,97
dGTP -8,6 -10,0 507,00
dATP -8,5 -9,6 491,00
dTTP -8,0 -9,5 497,98
NADH -8,0 -8,5 665,12
cDbP -7,4 -8,2 403,02
GDP -7,4 -7,8 443,03
IDP -7,3 -7,7 428,01
ubDP -7,2 -7,7 404,00
ADP -7,0 -7,8 427,03
GMP -5,2 -6,0 363,06
cmp -5,0 -6,2 323,06
IMP -5,0 -5,9 348,05
ProG -4,8 -5,1 250,11
UmP -4,8 -5,9 324,04
AMP -4,6 -5,4 347,06
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PRILOHA 2

Analytické parametry Publikace 2 [Y. Zhang , E. Zbornikova, D. Rejman, K. Gerdes, Novel
(p)ppGpp binding and metabolizing proteins of Escherichia coli. mBio 9(2) (2018)].

MATERIALS AND METHODS

UPLC-MS analysis of degradative products of ppGpp by MutT, NudG, NadR and
TrmE. Twenty uM of each purified MutT, NudG, NadR, TrmE and MBP, as a negative control,
were incubated with 100 uM ppGpp in buffer B (containing 40 mM Tris pH 7.5, 100 mM NaCl,
10 mM MgCl,) for 20 min at room temperature. Samples were snap frozen on dry ice and
analysed with UPLC-MS afterwards. All samples and buffers were stored at -80 °C, thawed on
ice and kept at 4 °C during analysis. For analysis UPLC- qTOF (Waters) were used. Analysis
conditions were as follows: column zic-HILIC (Merck Milipore) 150 x 2.1 mm, 3.5 um with
gradient elution, flow rate set to 0.3 ml/min and mobile phase: A = 10 mM ammonium acetate,
pH 5 and B = 90% acetonitrile with 10 mM ammonium acetate, pHS5. Gradient was set up as
follows: 0-2 min, 80% B, 2-16 min 80-50% B, hold till 20 min. Injection volume: 4ul.
Detection conditions were: PDA —210-400 nm, evaluated at 260 nm. MS: ionisation: ESI+ scan
200-800 m/z with Lock mass correction. Analytes were identified by their accurate mass and
retention time of known standard dissolved in used buffer (for the chemicals of the same
nominal masses). These standards were either synthesized and their structures confirmed by
NMR (for ppGp, pGpp, pGp) or purchased (ppGpp from Jena Biocsience, GTP form Sigma
Aldrich).

Supplemental Material
FIG S7

Cleavage of ppGpp by MutT, NudG, NadR, and TrmE as analyzed by UPLC-MS. 20 uM
each of (A) MutT, (B) NudG, (C) NadR, (D) TrmE, and (E) MBP was incubated with 100 uM
ppGpp in buffer B (40 mM Tris [pH 7.5], 100 mM NaCl, 10 mM MgCl) for 20 min at room
temperature. Samples were snap-frozen on dry ice and analyzed with UPLC-MS (see
Materials and Methods for details). The UV data (260 nm wavelength absorption) and the MS
chromatograms of the degradative species of ppGpp are shown in the upper and lower parts of
each panel, respectively. (F) A table summarizing the relative abundances of the degradative
species of ppGpp corresponding to each of the four proteins, with the major species
underlined. rt, retention time (min); c(pGp), cyclic 3,5'-pGp; c(ppGp), cyclic 3",5"-ppGp.
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PRILOHA 3

Manuscript Publikace 1 [E. Zbornikova, Z. Knejzlik, V. Hauryliuk, L. Krasny, D. Rejman,
Analysis of nucleotide pools in bacteria using HPLC-MS in HILIC mode. bioRxiv 2019,
655258].
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Analysis of Nucleotide Pools in Bacteria Using HPLC-MS in HILIC Mode
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Abstract

Nucleotides, nucleosides and their derivatives are present in cells at varying concentrations that
rapidly change with the nutritional, and energetic status of the cell. Knowledge of the
concentration dynamics of these molecules is instrumental for understanding their regulatory
effects. Determination of these concentrations is challenging due to the inherent instability of
these molecules and, despite many decades of research, the reported values differ widely. Here,
we present a comprehensive and easy-to-use approach to determine intracellular concentrations
of >25 target molecular species. The approach uses rapid filtration and cold acidic extraction
followed by high performance liquid chromatography (HPLC) in the hydrophilic interaction
liquid chromatography (HILIC) mode using zwitterionic columns coupled with UV and MS
detectors. The method reliably detects and quantifies all the analytes expected to be observed
in the bacterial cell and paves the way for future studies correlating their concentrations with
biological effects.

Keywords: nucleotide, HPLC-MS, HILIC, ppGpp, stringent response, Escherichia coli

List of abbreviations

cyclic diadenylate (c-di-AMP), cyclic diguanylate (c-di-GMP), dinucleoside polyphosphates
ApxN, guanosine pentaphosphate (pppGpp), guanosine tetraphosphate (ppGpp), lysogeny
broth (LB), stringent response (SR), Adenylate Energy Charge (AEC).

Introduction

Nucleotides and their derivatives play crucial roles in many biological processes in bacterial
cells. They serve for energy storage or as building blocks for the assembly of macromolecules
such as nucleic acids or polysaccharides. Furthermore, nucleotides play important regulatory
roles, e. g. functioning as second messengers and/or pleiotropic regulators: cyclic AMP (cAMP)
[1], cyclic diadenylate (c-di-AMP), cyclic diguanylate (c-di-GMP) [2], dinucleoside
polyphosphates ApxN [3], as well as guanosine pentaphosphate (pppGpp) and tetraphosphate
(ppGpp), collectively referred to as (p)ppGpp [4, 5]. Rapid increase in (p)ppGpp concentration
— ‘the stringent response’ — orchestrates a survival program leading to increased virulence and
antibiotic tolerance [6]. In Escherichia coli the levels of (p)ppGpp are controlled by two related
enzymes — RelA and SpoT, the namesakes of RelA SpoT Homolog (RSH) protein family —
that sense numerous stress signals such as amino acid, fatty acid, carbon source limitation ezc.
[7]. The (p)ppGpp then functions as a pleiotropic regulator binding to, and affecting the activity
of many E. coli targets, including RNA polymerase, GTPase enzymes involved in protein
synthesis and ribosome assembly as well as nucleotide biosynthesis enzymes [8-11]. In addition
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to (p)ppGpp, related pGpp and pGp nucleotides have been detected in cellular extracts, though
their biological significance is not clear and analytic differentiation from GTP and GDP is not
trivial [7].

Detection and quantitation of nucleotide pools in bacterial cells consists of three steps: (i)
sample acquisition, (ii) extraction and (iii) analysis. During sample acquisition, it is
advantageous to separate bacterial cells from the medium. Generally, the whole culture
approach results in less sensitive analysis, since the samples are more diluted and include
cultivation broth compounds, which results in high background noise. Cells-medium separation
then can be done either by centrifugation or filtration. The centrifugation method has been used
in metabolomic studies e.g.[12]. However, filtration is superior since it is faster and less prone
to affecting the physiology of the cells, and therefore for nucleotide analysis centrifugation
should be avoided since it dramatically perturbs the nucleotide pools [13].

The next step is extraction. It is done by cold or hot organic solvent (usually methanol or its
mixture with water, acetonitrile or chloroform) [14, 15], acids (formic [16] or acetic [13]) or
alkali [17, 18]. In the whole culture sampling approach, the extraction step is omitted, which
can be beneficial for some highly labile analytes.

The third step — analysis — is the most challenging one. It was historically done on thin layer
chromatography plates developed in two dimensions (2D-TLC) [16]. This method is relatively
simple in terms of technical equipment but rather laborious and time-consuming. Moreover, the
migration of standards and identified analytes could be misinterpreted, e.g. separation of
nucleotide triphosphate from their deoxy counterparts. Finally, quantification of analytes by
this method lacks precision. Alternatively, anion Exchange Liquid Chromatography (AEX) [13,
15, 19] and Ion-Pair Liquid Chromatography (IP-LC) [13, 15, 18, 20] have been widely used
in nucleotide analysis for decades. Both approaches provide very good separation according to
analyte charge and size and detection with UV detectors afford satisfactory quantification of
many analytes based on comparison with known standards. However, all analytes have to be
baseline-separated for proper quantification and co-eluting compounds that happen to absorb at
the same wavelengths could lead to errors in quantification. This can be solved by coupling IP-
LC to a mass spectrometry (MS) analysis [21-23]. This approach benefits from well separated
analytes along with selective detection. However, using ion pair reagents (even volatile ones)
decreases MS signal intensity [24] and renders the MS spectra more complex due to adduct
formation. Furthermore, the need to frequently clean MS detectors when ion pair additives are
used adds to the work required by this approach. Hence, hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography (HILIC) appears to be the method of choice for separation of small polar
compounds. The major advantage over AEX or IP-LC is the possibility to use MS and thus
obtain sensitive and selective detection outputs. AEX could be connected to an MS detector
only by using electrolytic suppression [25]. The high organic content in HILIC MS simplifies
electrospray evaporation and increases the MS signal intensity. Zwitterionic columns (ZIC-
HILIC) represent one type of these columns, where either sulfoalkylbetaine functional groups
are bonded to a silica gel support (ZIC-HILIC) or polymer support (ZIC-pHILIC), or where the
oppositely charged phosphorylcholine functional groups are bonded to a silica gel support (ZIC-
cHILIC) (Fig. 1). In all cases, strong positive and negative charges are at the exact ratio of 1:1.
The permanently charged stationary phase is not affected by the pH of the mobile phase, and
thus the pH of the mobile phase influences only the charge of the analytes. Separation is
achieved by hydrophilic partitioning combined with weak ionic interactions. HILIC-MS is
mainly used in metabolomics studies [26, 27] but recently, this technique is becoming popular
in nucleotide analysis [28-30]. In most cases, UV or tandem mass spectrometry (MS/MS)
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quantification is used. However, only a few metabolomic studies reports describing the use of
a single MS but they quantify only several selected nucleotides [31, 32].

A 953 o
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Figure 1. ZIC-HILIC (A) a ZIC-cHILIC (B) column chemistries.

In this study we present a comprehensive and easy-to-use optimized protocol for sensitive
detection and quantification of nucleotides and their derivatives. It is based on rapid filtration
of cells followed by acidic extraction and separation on high performance liquid
chromatography (HPLC) using zwitterionic HILIC columns. Filtration times, six different
stationary phases of HILIC columns, various gradients of the mobile phase and different
additives and their concentrations and pH were extensively tested. The detection is achieved by
a single MS detector — a simple yet powerful analytical tool, typically present in most
laboratories. The final optimized and sensitive method yields highly reproducible data for >25
nucleotides and their derivatives, including pGpp and pGp.

Materials and methods

Chemicals

Mupirocin, MOPS, and tricine were purchased from Sigma-Aldrich (USA). Standards were
purchased as solids from Sigma Aldrich (AMP, ADP, ATP, CMP, CDP, CTP, dCDP, GMP,
GDP, cGMP, dGMP, UMP, UDP, IMP, IDP, ITP, NAD, NADH, NADP, NADPH, *C-ATP)
or as a aqueous solutions from Sigma Aldrich (dTTP, dCTP) or Jena Bioscience (dGTP, dITP,
dATP, UTP, GTP, ppGpp and pppGpp). Unusual species were synthesized in our lab (ppGp,
pGpp, pGp) [according to modified method of [33] as well as internal standard (IS) ProG
(Fig. 2) [34]. HPLC grade solvents were purchased from VWR (Acetonitrile, Methanol),
UPLC-MS grade solvents from Merck (Acetonitrile). Both HPLC and UPLC grade water was
obtained via MilliQ filtration system (Merck) with appropriate filters.
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Figure 2. Structure of prolinol nucleoside analog ProG which was used as an internal standard.
Calculated LogDs is -4.8 and logD7 is -5.1 (as per Marvin calc).

Preparation of standard solutions

All standards were diluted in UPLC grade water to the stock concentration of 1 and 10 mmol/L
and stored at -20 °C. NADH and NADPH are very labile and stock solution was used only for
one week, after that fresh one was prepared from powder.
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Standard mixtures were prepared from stock solutions. There were two standard mixtures: (I.)
unstable compounds: NADH, NADPH, ppGpp and pppGpp; and (II.) stable compounds: AMP,
ADP, ATP, CMP, CDP, CTP, dCDP, dCTP, GMP, GDP, cGMP, dGMP, UMP, UDP, IMP,
IDP, ITP, NAD, NADP, dTTP, dGTP, dITP, dATP, UTP, GTP and pGp and pGpp. ppGp was
not used for quantification, since we were not able to separate it properly from isomeric pGpp.
These two standard mixtures were prepared at 8 concentration levels: 0.5, 1, 2, 5, 15, 30, 50
and 100 uM. We have distributed lower part of calibration into more points (1, 3, 6, 10, 15 uM)
for proper determination of shape of calibration curve.

Quality control (QC) mixture was prepared based on published data [16], where defined
concentrations were diluted ten to twenty times to mimic on column concentration in measured
samples. QC composition is listed in Tab. S1.

IS was added into all standard and QC solutions, as well as to all measured samples, to final
concentration of 25 mM. Final composition of all standard and QC solutions was 50%
acetonitrile and 50% water.

Columns

Six tested HPLC HILIC stationary phases were: (I.) crosslinked diol (Luna HILIC diol, 100
x 4.6 mm, 5 um, 200 A; Phenomenex), (IL.) bare silica (Luna SiOH, 100 x 4.6 mm, 5 um,
100 A; Phenomenex), (I11.) monolithic amino (Chromolith NH2, 100 x 4.6 mm, 2 um, 130 A;
Merck) and two zwitterionic functional groups — sulfoalkylbetaine bonded to (IV.) polymer
support (ZIC-pHILIC, 100 x 4.6 mm, 5 um; Merck) or (V.) silica gel support (ZIC-HILIC, 150
X 4.6 mm, 3.5 um, 100 A; 150 x 2.1 mm, 3.5 pm, 100 A and 250 x 2.1 mm, 3.5 pm, 100 A;
Merck) and (VI.) phosphorylcholine bonded to silica support (ZIC-cHILIC, 150 x 2.1 mm,
3 um, 100 A; Merck) (Fig. 1).

Instrumentation

Method was developed on HPLC system with binary solvent gradient LC-20AD with single
quadrupole mass spectrometer LC-MS 2020 and photodiode array (PDA) detector SPD-M20A
(Shimadzu) and optimized on Acquity H-Class UPLC system with hybrid quadrupole-time-of-
flight mass spectrometer (QTOF) Xevo G2-XS QTof and Acquity PDA detectors (Waters). Data
evaluation was performed using MassLynx software with TargetLynx application manager
(Waters).

Analytical parameters

Analysis of E. coli extracts were performed on ZIC-HILIC columns (150 x 4.6 mm, 150
x 2.1 mm and 250 x 2.1 mm) with flow rates 0.5 ml/min, 0.3 ml/min and 0.15 ml/min,
respectively. Mobile phase A was 10 mM ammonium acetate (NHsAc) with pH adjusted to 5
with acetic acid and B was 90% acetonitrile with 10% of 100 mM acidified ammonium acetate
pH 5. Induced stringent response was monitored on ZIC-cHILIC columns to separate pppGpp
and ppGpp and to improve their MS signal. ZIC-cHILIC column (150 x 2.1 mm) ran at flow
rate 0.15 ml/min with mobile phase A = 25 mM NH4Ac and B = 75% acetonitrile with 25%
100 mM NH4Ac.

MS quantification was performed by negative electrospray ionization with following
parameters: capillary voltage = 2 kV, cone voltage =20 V, source temperature = 120 °C,
desolvation temperature = 400 °C, desolvation gas flow = 400 L/h, cone gas flow =30 L/h.
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Harvesting of bacterial cells and extraction of nucleotides

E. coli K12 strain was grown on lysogeny broth (LB) agar media prior the experiment at 37 °C.
Bacterial cultivation and sample processing were adapted from [13]. To prepare E. coli
inoculum, a fresh bacterial colony on LB agar media was transferred to 2 ml of MOPS medium
(40 mM MOPS / 4 mM Tricine adjusted to pH 7.4 with KOH, 1 mM glucose, 9.5 mM NH4Cl
,0.27 mM K>SO4, 1.3 mM KoHPO4, 0.52 mM MgClz, 50 mM NaCl, 10 uM FeSOg4, 0.002 uM
(NH4)sM07024, 0.4 pM H3BO3, 0.03 pM CoClz, 0.009 pM CuSOg4, 0.08 uM MnClp, 0.001 uM
ZnS0y4) and incubated 16 hours at 37 °C and 220 rpm. 50 ml of the MOPS medium in 250 ml
Erlenmeyer cultivation flask was next inoculated to initial ODsoo 0.005 and bacterial suspension
was cultivated at 250 rpm at 37 °C and until reaching of exponential phase, which was
determined by ODsoo time dependence in the interval of 0.05 to 0.7. To induce the RelA-
mediated stringent response the cells were challenged by 20 or 150 pg/ml mupirocin for 5 to
35 min prior the sample collection. In dependence of type of experiment 5 to 8 ml cell
suspension was quickly collected from cultivation flask which was quickly vacuum filtered
thorough 25 mm 0.45 pm cellulose acetate filter. Membrane with detained bacteria was
immediately transferred to 1 ml ice-cold 1M acetic acid in 1.5 ml microtube and frozen in liquid
nitrogen. Samples exceeding the time of both filtration and freezing more than 15 s were
discarded. For each point of analysis three to five parallel samples were collected to estimate
precision of the process extraction. For recovery estimation 1 M acetic acid was spiked by 5 uM
3C10-ATP as internal standard. Samples were next slowly thawed on ice and after completing
thawing they were next incubated for 30 min on ice with short vortexing in 5 min intervals.
Crude bacterial lysate was separated from cellulose acetate filter by short centrifugation
(4,000 x g, 30 s) through pinhole at bottom of 1.5 ml microtube assembled with 2 ml collection
tube. Lysate was quickly frozen in liquid nitrogen, lyophilized and material was then
resuspended in 200 pl of ice-cold deionized water and 30 min incubated on ice. Insoluble
material was removed by 20 min centrifugation at 22,000 x g at 4 °C. Clear aqueous bacterial
extract was collected and stored at -80 °C to further analysis. For each point we have prepared
three to five parallels to estimate precision. Extraction recovery was determined by adding fully
isotopically labeled ATP-'*Co into extraction media of 1 M acetic acid to final (i.e. in sample)
concentration of 25 mmol/L.

Cell volume calculation
Based on the published data [13, 35] we approximated cell number of E. coli exponentially
growing in liquid LB media at ODgoo = 0.45 to 3.9 x 10® and cell volume to 1 x 1071 1.

Validation parameters

Method was validated using ZIC-cHILIC column, 150 x 2.1 mm and ZIC-HILIC column 250
x 2.1 mm according to the guidelines defined in U.S. Pharmacopeia [36] and advises for
application in bioanalytical method validation [37].
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Selectivity

First, each standard was injected separately to estimate its RT. Next, mixtures of standards with
different mobilities were prepared at four concentration levels — 2, 5, 20 and 50 uM. Mixtures
1-7 were composed of: 1) AMP, ADP, ATP, dATP, NAD; 2) GTP, GDP, GMP, dGTP, dGMP,
cGMP; 3) CTP, CDP, CMP; 4) UMP, UDP, UTP, dTTP; 5) ITP, IDP, IMP, dITP; 6) pGp,
pGpp, ppGpp, NADP; and 7) pppGpp, NADH, NADPH. Standards were distributed to ensure
all analytes would be baseline separated and their peak purity was monitored both by MS and
UV. Finally, both standard mixtures, as described in Preparation of standard solutions, were
injected at four concentration levels - 2, 5, 20 and 50 uM, to ensure that the method is capable
to properly identify every analyte at various possible concentration level.

Linearity, Limit of Detection, Limit of Quantification

Standard solutions were prepared as described in Preparation of standard solutions section.
Primarily each standard was analyzed separately to obtain limit of detection (LOD), limit of
quantification (LOQ) and also upper limit of quantification, when detector was saturated. LOD
was determined as signal to noise ratio (S/N) equals 3 and LOQ as S/N equals 10. Thus, we
obtained “quantification area” for these standards. We diluted stock solutions into mixed
standard solutions at eight different concentration levels, that were distributed among this area.
From the working solutions calibration curve for each standard was plotted as a ratio between
analyte response and IS response to IS concentration. We have used linear regression for
nucleoside monophosphates and quadratic regression for nucleoside di- and triphosphates with
weighting 1/x.

Accuracy and Precision

We estimated method accuracy on the QC mixture and on standard mixtures at three
concentration levels [37], that we have prepared as described in Preparation of standard
solutions. We determined precision in the terms of repeatability both for biological samples and
artificial pool mixtures. Intermediate precision was determined only on QC mixture, since there
was serious concern for bacterial extract stability during long-term storage.

Robustness

We tested the influence of temperature, composition of mobile phase (concentration of buffer

and its pH), injection volume and composition of injection solvent with keeping the other

parameters constant on QC sample. Each point was measured three times. Influence of mobile
phase composition was examined only on ZIC-cHILIC column.

1) Temperature: We heated the column to 30 °C, 35 °C and 40 °C and compared the separation
to the analyses without heating.

2) Bufter concentration: We tested three concentration levels: 20 mM, 23 mM and 25 mM.

3) Buffer pH: We compared 100 mM NH4Ac buffer without pH modification (pH = 6.91) with
acidified buffer with acetic acid (pH = 6.65) and alkalized buffer with ammonia (pH =7.15).
Gradient was as follow: 0% A, 75% B, 25% C for 3 min, 20% A, 55% B, 25% C in 20 min,
hold till 25 min. A = water, B = acetonitrile, C = 100 mM NH4Ac.

4) Injection volume and composition of injection solvent: We compared three injection
volumes: 1 uL, 2 uL and 3 pL. For each injection volume three compositions of injection
solvent were tested — 25% acetonitrile, 50% acetonitrile and 75% acetonitrile.

Matrix effects
Matrix effects (ME) were evaluated through comparing IS response of addition into standard
mixture in 50% acetonitrile at various concentration levels with IS response in bacterial growth
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medium and bacterial extract and calculated matrix effects as: ME (%) = B/A x 100 [38]; where
A is peak area in standard solution and B is peak area of the standard spiked after extraction.
We also compared the ratio of MS response to UV response of synthetized IS added after
extraction with the same ratio of isotopically labeled ATP ('*C1o-ATP) added into extraction
solution. We made this juxtaposition for standard mixtures, extracted MOPs medium and
bacterial extracts.

Results

Method development

We started developing the method by preparing a defined mixture of nucleosides and
nucleotides and a suitable internal standard (IS) that is essential for quantification of the
analytes (see Materials and Methods). The most important requirement for the choice of IS is
its natural absence in the sample. The IS should be stable enough and mimic ionization
properties of the majority of analytes. IS should absorb in the same region as the analytes for
quantity control and its retention time (RT) must differ from RTs of the other analytes. We
decided to use non-isotopically labeled IS due to its manipulation ease and cost considerations.
As we were focusing mainly on guanosine phosphates, we chose IS with the guanine
nucleobase. After evaluation of three different compounds as IS we finally selected the
synthetic nucleoside analog ProG (Fig. 2) due to its best ionization properties. We always
added IS to the sample after extraction and its function was to minimalize systematic error and
signal fluctuation due to random changes.

Then, we tested resolution of the nucleoside and nucleotide mixtures (including IS) under 12
mobile phase conditions (four different pH levels (3, 5, 7 and 9) combined with three different
solvent additives (ammonium formate, ammonium acetate, and ammonium bicarbonate)) on
six different, commonly used HILIC columns (see Materials and Methods), yielding a total of
72 combinations.

This systematic screen identified two columns and conditions for the best resolution of complex
mixtures of neutral, slightly polar, and very polar compounds. These two columns were the
zwitterionic ZIC-HILIC and ZIC-cHILIC columns. These two columns have opposite charges
on their surfaces, and, therefore, the separation mechanisms vary. On the negatively charged
ZIC-HILIC column, partitioning is aided by electrostatic repulsion (ERLIC) [39] whereas on
the positively charged surface of ZIC-cHILIC, partitioning is combined with electrostatic
interactions. Therefore, the retention behaviors of these two columns slightly differed.
Interestingly, the elution order of the majority of the analytes remained unchanged (see Tab S2
and S3). The most pronounced difference in the elution order (characterized by the mobility of
the analyte) was observed for IS, which eluted with the shortest RT at the ZIC-cHILIC
stationary phase and with the longest RT on ZIC-HILIC. In both cases it eluted before or after
the region where all UV-absorbing species eluted. Hence, the detection of any analyte of interest
was not compromised.

The mobile phase affected the resolution and peak shapes of the analytes, depending on the
column used. For ZIC-HILIC, slightly acidic conditions (pH 5) improved peak shapes but also
decreased the MS signal level, especially in the negative ionization mode as analytes were less
charged under these conditions. This phenomenon was more significant for analytes bearing
more phosphate groups. Unfortunately, ppGpp and pppGpp were only marginally resolved
under these conditions.
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To the contrary, the ZIC-cHILIC column was able to separate well pGpp/ppGp, ppGpp and
pppGpp under the slightly acidic conditions described above. Nevertheless, pH adjustment of
the mobile phase to pH 7 markedly improved their MS signal. To avoid split peaks at neutral
conditions for some analytes (mainly AMP or NAD) and to increase the separation factor,
higher salt concentration was used (25 mM ammonium acetate instead of 10 mM) (Fig. 3).
Ammonium ions served as weak ion pair reagents and improved reproducibility. Nevertheless,
the higher salt concentration that was used prolonged the equilibration time and also resulted in
more frequent MS source cleaning. This is consistent with the literature, where it was reported
that the application of volatile strong ion pair reagents in analysis of polar metabolites improves
separation efficiency and peak shape [38] but causes signal suppression [28].
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Figure 3. Separation of different guanosine phosphates on ZIC-cHILIC column. Column: ZIC-
cHILIC, 150 x 2.1 mm, 3.5 um. Gradient condition: (A) 15% A, 75% B, 10% C for 3 min, 25%
A, 65% B, 10% C in 20 min, 35% A, 55% B, 10% C in 25 min; (B) 5% A, 75% B, 20% C for
3 min, 25% A, 55% B, 20% C in 20 min, hold till 25 min. A = water, B = acetonitrile, C = 100
mM NHiAc.

Using the HILIC mode of separation allowed us to avoid strong ion pair reagents. Although
ammonium acetate also caused signal suppression, this suppression was more pronounced for
multiply-charged analytes [24]. For singly charged analytes, such as nucleotide species, no
significant signal suppression with higher ammonium acetate concentration was observed,
especially in the negative ionization mode.

To conclude this part, for resolution of nucleotides and nucleosides, and especially of the
stringent response alarmones (p)ppGpp, the ZIC-cHILIC column performed the best. A
comparison of the performance of ZIC-HILIC and ZIC-cHILIC columns for 29 analytes is
shown in Tab. S2 and S3. The next part validates the ZIC-cHILIC column performance.
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Method validation

Selectivity

As our detection method of choice, we selected a single MS detector, a common equipment in
most laboratories. Compared to UV, it is more sensitive; compared to MS/MS, it is more user-
friendly, not requiring highly trained personnel.

The use of MS detection required that analytes of the same nominal mass did not co-elute (e.g.
isomers of guanosine triphosphates or diphosphates, adenosine phosphates with
deoxyguanosine phosphate) and that co-eluting substances did not affect their ionization.
Furthermore, separation of species with the same nucleobase was also critical as phosphate loss
may occur during the ionization process in the source, resulting in e.g. the concomitant presence
of triphosphate, di-, and monophosphate in the spectrum (Fig. 4). Thus, mono- and
diphosphates could be overestimated if they had the same retention time as the triphosphate.
This phenomenon is even more pronounced with highly phosphorylated species as (p)ppGpp,
where the signal of the species without one phosphate could be even stronger than the parent
ion. In the positive ionization mode (ESI+), these effects are less significant.

Tab. S4 shows the selectivity performance for selected pairs of analytes mentioned above. We
baseline-separated almost all of the tested species except for ppGp and pGpp that eluted at the
same time. In the case of ppGpp and pppGpp, a minor overlap was observed after =100
injections, due to the column aging.
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Figure 4. Ionization pattern of ppGpp and ATP in positive and negative ionization mode. In
source phosphate loss increase with higher phosphate groups in molecule (ATP vs. ppGpp) and
with applied ionization mode, where ESI+ induce phosphate loss in much less extent.
Electrospray ionization with following parameters was used: capillary voltage = 2 kV, cone
voltage = 20 V, source temperature = 120 °C, desolvation temperature = 400 °C, desolvation
gas flow =400 L/h, cone gas flow = 30 L/h.



bioRxiv preprint first posted online Jun. 2, 2019; doi: http://dx.doi.org/10.1101/655258. The copyright holder for this preprint
(which was not peer-reviewed) is the author/funder, who has granted bioRxiv a license to display the preprint in perpetuity. All
rights reserved. No reuse allowed without permission.

Limit of Detection, Limit of Quantification, and Linearity,

Limit of detection (LOD) in solution drifted from 0.2 uM to 2 uM. This corresponded to 0.4 to
4 pmol on the column. Limit of quantitation (LOQ) was approx. 2-5 times higher than LOD.
Values for LOD, LOQ are listed in Tab. S2 and S3.

Linearity was validated with the calibration curve response. Not every analyte fitted the linear
regression within the whole area. However, as extensively reported [40-42], it is not necessary
to force the calibration data to a linear curve. In ESI-, the linear range for nucleotide di- and
triphosphates is quite narrow. Therefore, using a quadratic function for these analytes covers
the entire expected concentration range and provides good reproducibility. Coefficient of
determination (R?) was in all cases > 0.98 and for the majority of analytes even > 0.99. Further
discussion is in the Calibration curve section.

Precision and Accuracy

The obtained data were highly precise both in inter-day and intra-day measurements and the
relative standard deviation (o) was lower than 5%, indicating that no significant systematic
error had occurred. In the case of accuracy, variance in measured value and true value
(expressed as bias) increased at low concentration levels close to LOD. Nevertheless, the values
were within the acceptable range according to FDA guidelines [43]. The results are listed in
Tab. S1.

Robustness
The influence of temperature (Fig. 5), buffer concentration (Fig. 6), buffer pH (Fig. 7), injection
volume and composition of injection solvent were tested.

Small increases in both temperature or buffer concentration led to negligibly broader analyte
regions, i.e. the first analyte (in our case IS) eluted earlier and the last analyte (in our case
pppGpp) eluted later. In the case of temperature this phenomenon was constant for a wide
temperature range [44] whereas for buffer concentration it was apparent only above certain
concentration value. At lower concentration levels the retention factor decreased with
increasing buffer concentration, whereas at higher concentration levels the retention factor
increased with increasing buffer concentration [45] (compare Fig. 3).
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Figure 5. Effect of the temperature on QC sample. Column ZIC-cHILIC, 150 x 2.1 mm, 3 pm;

(A) room temperature, (B) 30 °C, (C) 35 °C and (D) 40 °C.
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Figure 6. Effect of buffer concentration on QC sample. Column ZIC-cHILIC, 150 x 2.1 mm,
3 um. (A) c(NHsAc) =20 mM. (B) c(NHsAc) = 23 mM. (C) c(NHsAc) =25 mM.

Small pH changes (0.2 — 0.3 units) around neutral pH resulted in virtually no changes in
analyte mobility as shown on Fig. 8.
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Figure 7. Effect of buffer pH on QC sample. Column ZIC-cHILIC, 150 x 2.1 mm, 3 um. (A)
pH 6.64. (B) pH 6.91; C) pH 7.11.

The composition of injection solvent and injection volume [46, 47] are known to affect
separation in the HILIC mode. We tested different injection volumes and various percentages
of acetonitrile (25%, 50% and 75%) with two column sizes (ZIC HILIC 150 mm, 250 mm) and
two column types (ZIC-HILIC and ZIC-cHILIC). The results showed, that the smaller injection
volume and the higher organic content, the better peak shape is obtained, as was expected. But
another finding is connected to polarity of analyte, column dimension and concentration of
buffer in mobile phase. The latter the compound eluted, the less affected peak shape is. Buffer
content has the same effect, i.e. higher buffer content improved peak shape regardless of the
injection solvent composition. More detailed discussion about this phenomenon is in Injection
solvent and volume section.

Matrix effects

Matrix effects (ME) are present in every complex sample, especially when it contains biological
matrices [37]. Therefore, it is necessary to estimate the degree of ME on the obtained results.
As the applied extraction method (1 M acetic acid) provided a clean extract without interfering
peaks, we did not struggle with severe signal suppression. To prove this, we followed the
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recommended protocol [37] and evaluated ME on a standard mixture in 50% acetonitrile, blank
growth medium and bacterial extract (see Materials and Methods). The difference between all
three conditions in the estimated amount of IS was less then 5% and ME calculated according
to Material and methods was calculated to 100. 5%, i.e. only a negligible signal enhancement
was present. For ESI+ we determined ME as 89%, i.e. a moderate signal suppression had
occurred. These results are in good agreement with the known characteristic of negative and
positive ionization modes: negative ionization mode is known to cause signal suppression to a
lower extent than positive ionization [48].

Application of the method to bacterial extracts
As an indicator of the correctness of the obtained results, we used the Adenylate Energy Charge
(AEC) ratio (Equation 1) [49], a key parameter that should remain about 0.8-0.9 for viable cells.
Low AEC is a strong indicator of sample degradation.

AEC = ([ATP] + 0.5 [ADP])/([ATP] + [ADP] + [AMP]) (1)
To evaluate the method on biological samples, we used cells of the well characterized E. coli
K12 strain, using two physiological states: (i) non-stressed exponential phase cultures and (ii)
mupirocin-challenged stringent cultures acutely starved for amino acid isoleucine and
accumulating high levels of (p)ppGpp. The cells were filter-harvested and extracted as
described in Harvesting and extraction of bacterial cells. Next, we determined the extraction
efficiency using isotopically labeled '’Cio-ATP as 64%. The apparent concentrations of
analytes were then adjusted by this coefficient. This value was similar to Buckstein [20] who
harvested the cells with formic acid and extracted nucleotides by vortexing followed by
spinning and gel filtration, and who had estimated the overall recovery to be 71%. Our
experimental results of nucleotide pools in exponentially growing E. coli in liquid LB media at
ODe¢oo 0.45 are presented in Tab.1 and plotted in Fig. 8. Comparison of intracellular
concentration of published data with our results could be found in Table S5 in the
Supplementary material. It is evident, that there are substantial differences in absolute numbers
amongst the individual reports, but relative distribution of particular nucleotides is significantly
more similar (Tab. S6), with a few exceptions (e.g. the dTTP estimate by Bennett et al. [27]).
The discrepancy in absolute numbers could be caused mainly by recalculation to volume of
bacterial cell. For estimation of cell number it is possible to use flow cytometry [27] or plate
counting [13]. In this report we used our previously published estimates for cell number and
volume for E. coli exponentially growing in liquid LB media (see Cell volume calculation
section and [13]).
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Table 1. Intracellular concentration of 28 (deoxy)nucleotides in exponentially growing E. coli
with (mupirocin +) and without (mupirocin -) induced stringent response. Concentration of
mupirocin for induction of the stringent response was 150 pM. Based on the published data [13,
35] we approximated cell number for E. coli growing in LB media at the ODgoo = 0.45 to 3.9 x
10® and the cell volume to 1 x 10!° 1. AEC stands for Adenylate Energy Charge.

Intracellular concentration (uM)

compound Mupirocin - Mupirocin +
ATP 2024.5 1303.1
ADP 494.4 454.2
AMP 61.7 80.5
GTP 755.0 278.8
GDP 301.6 158.9
GMP 47.7 34.1
cGMP 2.5 4.4
CTP 520.2 340.6
CDP 411.7 526.4
CMP 117.0 172.2
UTP 242.7 162.0
UDP 230.2 244.1
umPp <LOQ <L0Q
ITP 871.1 495.8
IDP 126.6 1114
IMP 115.6 21.1
NAD 698.0 1092.3
NADH 56.1 80.2
NADP <LOD <LOD
NADPH 126.9 109.5
dATP 121.7 78.9
dAMP 0.0 0.0
dGTP 88.3 28.0
dGMP <LOD <LOD
dCTP 111.3 61.6
dCDP 6.1 8.4
dTTP 553.4 988.1
ppGpp <LOQ 793.8
pppGpp <LOQ 459.8

AEC 0.88 0.83
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Figure 8. Chromatogram of the E. coli K12 extract after induction of acute amino acid
starvation by 150 pg/ml mupirocin. Column ZIC-cHILIC, 150 x 2.1 mm, 3 um. UDP-peptide
= UDP-N-acetylmuramoyl-L-alanyl-D-glutamyl-6-carboxy-L-lysyl-D-alanyl-D-alanine,
UPPAG = UDP-a-N-acetyl-D-glucosamine. Analytical parameters: see Materials and Methods
section.

Discussion

We developed a reproducible and versatile method for determining nucleotide pools in bacterial
cells using HPLC-single MS in the HILIC mode. To our best knowledge, this is the first
application of this a methodology to analysis of bacterial nucleotide pools. The primary
analytical setup consisted of HPLC system coupled with a single quadrupole mass spectrometer
and PDA detector. The key aspects of the protocol, especially those requiring extensive
optimization, are discussed below.

Injection solvent and volume

Composition of injection solvent and injection volume are critical factors that could cause
significant decrease of separation efficiency [46, 47, 50]. Good practice in RP chromatography
is to inject sample in solvent close to the initial mobile phase composition. However, highly
polar analytes, separated on HILIC, are poorly soluble in high acetonitrile content. For some
analytes, mainly for those with adenine base, a double peak was observed when injected in pure
water. Acetonitrile or salt addition suppressed this splitting. 50% of acetonitrile appeared to be
sufficient to obtain well-defined peak shapes for all tested compounds. Even higher organic
content did not improve either the peak shape or the recovery. These findings are in contrast to
a study on unmodified Ethylene Bridged Hybrid (BEH) column [46] where relative strength of
the injection solvent was reported crucial. The difference is likely due to differences in prior
separation steps, stemming from the preferential role of the partitioning mechanism for
unmodified BEH particles, and the contribution of week electrostatic interactions to ZIC-HILIC
[51].
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Furthermore, and importantly, total volume of injected water should be kept as low as possible.
Higher injection volumes affect peak shapes at zwitterionic columns more than composition of
the injection solvent does. This is in agreement with published studies [46, 47, 50].
Nevertheless, these studies do not mention that the degree to which the peak is affected depends
also on the mobile phase composition and stationary phase chemistry. Peak shapes of well-
retained compounds, (those eluted by up to 50% of water) are almost unaffected, regardless of
the stationary phase used. However, peaks of early eluted compounds could broaden readily or
show severe tailing.

Finally, we investigated the effect of injection solvent and its volume in dependence on the
column size and chemistry. Our investigation on three columns (ZIC-HILIC 150 x 2.1 mm, 250
x 2.1 mm and ZIC-cHILIC 150 x 2.1 mm) revealed that the volume of injected water in respect
to column void volume and concentration of the used buffer was the most crucial parameter.
Higher void volume resulted in higher retention times and thus injection solvent affected less
the peak shapes whereas higher buffer concentrations easily reduced the negative impact of
added water. Dependencies of retention time on these parameters for ATP, ADP, AMP and
pppGpp are shown in Tab. 3. RT of AMP strongly depended on injection solvent and higher
amounts of water in the injection solvent often led to broad and split peaks. On the other hand,
even at the ZIC-HILIC column (150 x 2.1 mm) the last eluted peak of pppGpp remained
unaffected by solvent composition.

Table 3. Comparison of chromatographic behavior of selected analytes on different column
chemistries and dimension. ¢ (NHsAc) concentration of ammonium acetate buffer in MF; Vo =
column void volume, calculated based on retention time of unretained compound (toluene) and
flow rate.

Analyte  ZIC-HILIC, ZIC-HILIC, ZIC-cHILIC,
250x2.1mm 150x2.1mm 150x2.1 mm

5 S ATP 14.05 11.72 16.94
&3’ =] . ADP 12.07 11.04 15.27
22 EE AMP 876 8.11 12.88
x - B = pppGpp 20.01 14.61 21.33
¢ (NHsAc) (mM) 10 10 25

Vo (ml) 0.436 0.296 0.296

Irreproducible retention times

Irreproducible retention times were mainly caused by insufficient column equilibration. We
strongly recommend that before starting gradient elution with a new column or mobile phase
composition, at least ten gradient full-time programs should be performed [50].

Another cause of irreproducible retention times between analyses could stem from different
mobile phase composition as zwitterionic phase is highly sensitive to buffer pH and salt
concentration. Moreover, HILIC is generally sensitive to water content and even a small
variance in water volume can lead to unequal retention times mainly for early eluting
compounds. This may cause problems if a binary gradient pump is used because in this case it
is necessary to keep exact composition of the organic mobile phase. To maintain the same ionic
strength during the entire separation process, and thus overcome corrupted peak shapes in the
first part of the analysis, acetonitrile has to be diluted. This dilution has to reach at least 10% of
water content for 10 mM acetate buffers, and 20% of water content for >20 mM acetate buffers.
Ammonium acetate is insoluble in aprotic solvents and its insufficient solubility can lead to its
precipitation during analysis and may damage the (U)HPLC system.
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On-column phosphate loss

During evaluation of the '*C1o-ATP experiment, which addressed extraction recovery, we
observed also the signal of *C19-ADP at the intensity of one tenth of the intensity of '3C1o-ATP.
The cleavage of the y-phosphate took place on the column and its extent depended on buffer
concentration and type of the stationary phase.

As shown on Fig. 9, the higher salt concentration the stronger decomposition occurred.
Triphosphate decomposition on the negatively charged surface of the ZIC-HILIC column was
more concentration dependent than on the positively charged surface of ZIC-cHILIC. The y-
phosphate cleavage was not specific only for ATP but for other triphosphates and (p)ppGpp.
The determined concentrations of diphosphates using the ZIC-cHILIC column were thus
overestimated by 5-10% when compared to published data (Tab. S5 and S6).

70000

60000 A 18.574 ATP
500004
40000+
300001 ADP, 12 %
20000+
10000+
17.452
od
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
_5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
800007 14.621
] B
60000 ATP
40000+
R ADP, 7 %
20000
] 13.119
o]
A4 T T T T T T T T T
05 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
160000
B 16.100
C

120000

80000
] ADP, 17 %
40000
- 15.529
o .
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2
80000-] 11.206
60000 D
ATP

40000-|

20000~

é ‘7 é “3 lb 1‘1 1‘2 RI;?;ention tilr‘:e (mim) 1‘5 1‘6 1‘7 1‘8 1‘9 Zb 2‘1 £2

Figure 9 On column decomposition of adenosine triphosphate on two columns at two different
buffer concentration. (A) ZIC —cHILIC column, 25 mM NHsAc, gradient 1. (B) ZIC —cHILIC
column, 10 mM NH4Ac, gradient 2. (C) ZIC —HILIC column, 25 mM NH4Ac, gradient 1. (D)
ZIC —cHILIC column, 25 mM NH4Ac, gradient 2. All columns dimension: 150 x 2.1 mm, flow
rate: 0,15 mL/min, injection volume: 2 um. Gradient 1 = 0-2 min 20% B, 20-40% B in 17 min;
Gradient 2= 0-3 min 100% B, 100-70% B in 20 min, hold till 25 min; flow rates = 150 ul/min.
Column and MF specifications in Materials and Method section.

Drifting MS signal intensity

Drifting MS signal intensity is a poorly understood phenomenon. Usually, the increase in the
MS signal for the same compound and the same MS settings over a time period indicate that
there is something wrong with the MS detector condition, such as room temperature, vacuum
level etc. In some experiments with older column (during both standard and biological sample
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measurements) we observed continual increase in the MS response without any difference in
internal or external conditions. As the MS signal of IS increased as well, the corrected response
remained constant. Washing columns with pure solvents without buffer could decrease the
signal drifting for a couple of injections, but on the other hand, it could also cause asymmetrical
peaks since the active sites of the column were not saturated yet. Replacing an older column
with a new one solves this issue. Why the MS signal is drifting for older columns over the time
is not clear yet but using a well selected internal standard eliminates incorrect results.

Calibration curve

The calibration curve is usually calculated with a linear regression model, which provides the
best fits for the majority of obtained data, especially for those from a UV detector. However,
the MS signal does not exhibit linear behavior, especially at higher concentrations close to the
detector saturation limit or when adducts are formed in dependence on analyte concentration.
There are two other most common possibilities how to interpolate the calibration points —
quadratic function or linear log-log function. In our case, the former is suitable for triphosphates
or polyphosphates ionized in ESI- (Fig. 10) whereas the latter for monophosphates ionized in
ESI+.
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Figure 10: Regression model for calibration curve with appropriate coefficient of
determination. (A) Linear regression for AMP; (B) Linear (black line) and quadratic (red line)
regression for ATP.

Conclusions

We have developed and validated a simple, fast and versatile method for determination of
nucleotide concentrations in bacterial cell samples using a zwitterionic column with single MS
detection. The method relies on a positively charged ZIC-cHILIC column that proved to be
most efficient for complex nucleotide screening and was able to distinguish even between
stringent response alarmones ppGpp and pppGpp. A major advantage of this method is the use
of single MS detection that is currently a standard equipment in many laboratories. It allows for
precise identification of analytes of interest without special knowledge about the
instrumentation. The usage of broad range of isotopically labeled standards, as is common is
metabolomic analysis, is not necessary here — a single IS is sufficient. Finally, the sensitivity of
this methods is higher compared to methods using only simple UV detection. Due to its
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simplicity and versatility, this ZIC-cHILIC-MS method promises to be applicable to screening
nucleotide pools in various bacterial species and be of broad interest to researchers studying
cellular metabolism.
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Supplementary

Table S1: QC mixture composition and measured intermediate precision with standard deviation
(n=3). Column ZIC-cHILIC, 150 x 2.1 mm.

Compound In vitro Measured bias
concentration concentration (%)
(nmol/L) (nmol/L)
ATP 150 143 8%
ADP 25 45 13%
AMP 10 26 5%
dATP 17.5 22 6%
GTP 60 53.5 1%
GDP 10 7.5 9%
GMP 0.2 0.5 16%
dGTP 12 13.5 5%
CTP 50 44.5 2%
uTP 50 54.5 1%
UDP 9 11 0%
NAD 30 28 5%
NADH 15 8.4 20%
NADP 10 11.6 24%
NADPH 10 6.9 27%
ppGpp 3 3.5 35%

pppGpPP 2 3.0 36%




Table S2: Validation parameters for ZIC-HILIC column. (250 x 2.1 mm, 3.5 um; flow rate =
0.15 mL/min). LOD = Limit of detection, LOQ = Limit of quantification, N.D. = Not determined.

Analyte [M-HJ LOD LOQ Tf As r.t.
(umol/L) (nmol/L) (min)

cGMP 344.05 <1 1 1.17 1.35 7.65
NADH 644.11 2 5 1.11 1.21 8.33
AMP 346.05 1 2 0.81 0.63 10.92
dGMP 346.06 1 2 1.15 1.28 11.30
NAD 662.09 2 5 1.26 1.55 12.51
UMP 323.04 1 2 0.84 0.68 13.25
IMP 347.04 2 3 1.12 1.23 13.93
ADP 426.02 3 5 1.17 1.32 13.94
dTTP 480.98 3 5 1.00 1.01 14.68
dATP 489.99 5 10 1.11 1.20 14.98
UDP 402.99 2 3 1.06 1.11 15.33
NADPH 744.08 3 10 1.02 1.04 15.53
ATP 505.99 3 5 1.37 0.59 15.82
CMP 322.05 1 2 1.12 1.41 16.30
IDP 427.00 5 10 0.95 0.89 16.48
GMP 362.05 1 2 1.17 1.34 16.61
dITP 490.97 3 5 1.33 1.67 16.64
uTP 482.97 3 5 1.78 2.58 17.01
CDP 402.01 3 5 0.96 0.92 17.30
ITP 506.99 5 10 1.26 1.52 17.50
NADP 742.06 3 10 1.28 1.52 18.11
GDP 442.02 3 5 1.14 1.58 18.25
dGTP 505.99 5 10 1.30 1.60 18.30
CTP 481.97 3 5 1.43 1.85 18.83
pGp 426.02 5 10 1.47 1.95 19.46
GTP 521.98 5 10 1.73 2.38 19.47
pGpp 521.98 5 10 1.06 1.11 21.25
ppGpp 601.97 10 30 1.28 1.59 21.80
pppGpp 681.97 10 30 1.26 1.48 22.05

1S250 249.11 N.D. N.D. 1.12 1.22 22.65




Table S3: Validation parameters for ZIC-cHILIC column (150 x 2.1 mm, 3 pum; flow rate 0.15 mL/min).
LOD = Limit of detection, LOQ = Limit of quantification, N.D. = Not determined.

Analyte [M-HJ LOD LOQ Tf As r.t.
(umol/L) (nmol/L) (min)

cGMP 344.05 <0.2 0.2 0.80 0.61 9.61
1S250 249.11 N.D. N.D. 1.18 1.35 11.35
NADH 644.11 0.6 1 1.18 1.36 13.79
AMP 346.05 <0.2 0.2 1.08 1.17 14.82
NAD 662.09 0.2 0.6 0.97 0.93 14.97
UMP 323.04 0.2 0.6 0.97 0.91 15.77
IMP 347.04 0.2 0.6 0.97 0.93 16.50
dGMP 346.06 0.2 1 0.90 0.79 16.75
ADP 426.02 0.2 0.6 1.06 1.12 17.13
dTTP 480.98 0.6 2 0.98 0.90 17.44
CMP 322.05 <0.2 0.2 0.96 0.93 17.68
UDP 402.99 0.6 2 1.14 1.29 17.82
NADPH 744.08 2.5 5 0.96 0.94 17.89

GMP 362.05 <0.2 0.2 1.05 L1 17.92
ITP 506.99 0.6 2 1.18 136 18.02
dATP 489.99 0.2 1 1.05 1.08 1811
IDP 427.00 0.6 2 0.96 093 1837
ATP 505.99 0.2 1 1.20 138 18.74
CDP 402.01 0.2 3 .13 124 19.09
dITP 490.97 0.2 1 1.15 130 1915
UTP 482.97 0.6 2 1.03 .05 19.32
GDP 442.02 0.2 1 0.98 097  19.46
dGTP 505.99 0.6 2 1.00 .00 20.05
NADP 742.06 0.6 1 1.01 .02 20.39
CTP 481.97 0.6 3 1.13 125 20.40
GTP 521.98 0.6 2 0.98 098  20.78
pGp 442.02 0.2 1 1.21 142 2113
pGpp 521.98 0.6 2 1.00 099  21.95
ppGpp 601.97 2 5 1.07 113 22.66
pppGpp 68197 2 5 1.32 1.66  23.37




Table S4: Retention factor (ka), separation factor (a) and resolution (Rs) of critical pair of analytes

Analyte [M-H]" r.t. ka a Rs
(min)

ATP 505.99 18.74 8.51 1.08 2.18
dGTP 505.99 20.05 9.18

AMP 346.05 14.82 6.52 1.15 1.74
dGMP 346.06 16.75 7.50

dATP 489.99 18.11 8.19 1.06 1.53
dITP 490.97 19.15 8.72

cTP 481.97 20.4 9.36 1.06 1.79
uTpP 482.97 19.32 8.81

PPPGPpP 681.97 23.37 10.86 1.09 1.62
ppPGpp 601.97 21.66 9.99

GTP 521.98 20.78 9.55 1.06 2.55
pGpp 521.98 21.95 10.14

GDP 442.017 19.46 8.88 1.10 1.99
pGp 442.017 21.13 9.73

NADH 664.11 13.79 6.00 1.10 1.38
NAD 662.09 14.97 6.60

NADPH 744.08 17.89 8.08 1.16 1.10

NADP 742.06 20.39 9.35




Table S5: Comparison of intracellular concentration of published data with our results.

compound Intracellular concentration (umol/L)
S. E.coli, E. coli, E. coli, E. Coli, E. Coli,
enterica, Buckstein, Varik, Bennett, No Mupirocine
Bochner, 2007 2017 2009 mupirocine (150 ug/mL)
1982
ATP 3000 3560 2200 9600 2024.5 1303.1
ADP 250 116 430 560 494.4 454.2
AMP 100 88 280 61.7 80.5
dATP 175 181 16 121.7 78.9
dAMP 9 0.0 0.0
GTP 900 1660 900 4900 755.0 278.8
GDP 125 203 160 680 301.6 158.9
GMP 20 58 24 47.7 34.1
dGTP 120 92 88.3 28.0
dGMP 51 <LOD <LOD
IMP 160 270 115.6 21.1
CTP 500 325 570 2700 520.2 340.6
CDP 80 411.7 526.4
CMP 360 117.0 172.2
dCTP 60 184 35 111.3 61.6
UTP 900 667 970 8300 242.7 162.0
UDP 90 54 1800 230.2 244.1
UMP 140 <LOQ <LOQ
dTTP 80 256 4600 553.4 988.1
NAD 300 2600 698.0 1092.3
NADH 83 56.1 80.2
NADP 200 2 <LOD <LOD
NADPH 12 126.9 109.5
ppGpp 30 120 <LOQ 793.8
pppGppP 20 <LOQ 459.8
ITP 871.1 495.8
IDP 126.6 111.4
cGMP 2.5 4.4
dCDP 6.1 8.4
AEC 0.93 0.98 0.88 0.95 0.88 0.83




Table S6: Comparison of relative intracellular concentration of published data with our results; ATP =
100 %.

compound Intracellular concentration (umol/L)
S. E.coli, E. coli, E.coli, E. Coli, E. Coli,
enterica, Buckstein, Varik, Bennett, No Mupirocine
Bochner, 2007[2] 2017[3] 2009[4] mupirocine (150 ug/mL)
1982[1]
ATP 100.0% 100.0% 100.0%  100.0% 100.0% 100.0%
ADP 8.3% 3.3% 19.5% 5.8% 24.4% 34.9%
AMP 3.3% 4.0% 2.9% 3.0% 6.2%
dATP 5.8% 5.1% 0.2% 6.0% 6.1%
dAMP 0.1%
GTP 30.0% 46.6%  40.9% 51.0% 37.3% 21.4%
GDP 4.2% 5.7% 7.3% 7.1% 14.9% 12.2%
GMP 0.7% 2.6% 0.3% 2.4% 2.6%
dGTP 4.0% 2.6% 4.4% 2.1%
dGMP 0.5% 0.0% 0.0%
IMP 5.3% 2.8% 5.7% 1.6%
CTP 16.7% 9.1%  25.9% 28.1% 25.7% 26.1%
CDP 2.7% 20.3% 40.4%
CMP 3.8% 5.8% 13.2%
dCTP 2.0% 5.2% 0.4%
UTP 30.0% 18.7%  44.1% 86.5% 12.0% 12.4%
UDP 3.0% 1.5% 18.8% 11.4% 18.7%
UMP 4.7%
dTTP 2.7% 7.2% 47.9% 27.3% 75.8%
NAD 10.0% 27.1% 34.5% 83.8%
NADH 0.9% 2.8% 6.2%
NADP 6.7% 0.02%
NADPH 0.1% 6.3% 8.4%
ppGpp 1.0% 5.5% 60.9%
ppPPGPP 0.7% 35.3%
ITP 43.0% 38.0%

IDP 6.3% 8.5%
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