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1. Uvod

Nadorova onemocnéni jsou jednou z nejcastéjSich pficin umrti v rozvinutych zemich, a proto je hledani vhodnych lé¢ebnych
strategii je jednim z vyznamnych cili moderni mediciny. Chemoterapeutika jsou ¢asto jedinou moZnosti 1é¢by u pokrocilych
forem niddorového onemocnéni. Mechanismy ucinku 1€Civ jsou rizné, ale velmi Casto zasahuji do buné¢ného déleni. Je zndmo,
Ze malé molekuly (Ié¢iva) mohou s DNA interagovat nékolika riznymi mechanismy, a to vazbou do malého ¢i velkého zlabku,
pfimou vazbou s jednotlivymi bazemi ¢i interkalaci do primarni struktury polynukleotidového fetézce. Zjistilo se, Ze planarni
aromatické molekuly se predevSim interkaluji mezi dvé po sobé jdoucich baze DNA. Tento interkala¢ni efekt je vyznamny v oblas-
ti hledéani 1éciv aktivnich v protinddorové chemoterapii, kam je moZzno zatadit derivaty ellipticinu. Ellipticin (5,11-dimethyl-6H-
pyridol(4,3-b)carbazole) je alkaloid izolovany z Celedi rostlin Apocyanaceae (jako jsou Ochrosia borbonica, Excavativa coci-
nea). Prvné byl izolovéan v roce 1959 z listl stile zeleného stromu Ochrosia elliptica roustoucim v Ocednii. Mezi nejznaméjsi
a nejpouzivanéjsi derivaty ellipticinu patfi 9-hydroxyellipticin, jehoZ protinadorovy efekt byl studovéan jiz pred tficeti lety.

Béhem intenzivniho studia ellipticinu bylo zji$téno, Ze tato latky je schopna aktivovat mutantni p53, coZ by mohlo mit vyznam
u zhoubnych nadord s mutaci proteinu pS3. Navic fada jeho derivat vykazuje nejen protinddorové, ale i anti-HIV vlastnosti (Sti-
borova and Frei, 2001). Ellipticin je navrZen jako potenciondlni protinddorové 1é¢ivo, ale jeho pouZiti je limitovano vyraznou
toxicitou. Jeho protinddorovy efekt je dan interakci s DNA nebo inhibici enzymu topoisomerasy II. Po enzymatické aktivaci cyto-
chromy P450 je schopen kovalentni vazby na molekulu DNA (Stiborova, et al., 2007, Stiborova, et al., 2004). Z provedenych
experimentélnich studii vyplynulo, Ze mistem kam se aktivovany ellipticin vdZe je deoxyguanosin (Poljakova, et al., 2006, Sti-
borova, et al., 2003, Stiborova, et al., 2007, Stiborova, et al., 2003). Bylo zji§téno, Ze kovaletnti DNA adukty byly pozoroviny
u celé fady bunécnych linii (Poljakova, et al., 2007).

Cilem této prace bylo studovat chovani ellipticinu a jeho interakci s DNA za pouZiti novych materidld pro ptipravu mikroe-
lektrod a naslednou elektrochemickou detekci.

2. Material a metody

Chemikdlie: DNA byla izolovéana béZnym postupem (fenol/chloroformovou extrakci) z buné¢nych linii odvozenych od neu-
roblastomil béZnym postupem. Ellipticin a ostatni pouZité chemikalie byly zakoupeny od spole¢nosti Sigma-Aldrich. PouZzité
materidly: podkladova desticka byla vyrobena z korundové keramiky (alumina-96% Al,O3), a pro vyrobu elektrody byly pouZi-
ty pasty 5545, 9635-HG, 4460 (ESL) a 5874, 7105, BQ221 (DuPont).

Pti vyrobé tisSténych elektrod byly vyuZity nasledujici pfistroje a zafizeni: poloautomaticky sitotiskovy pfistroj UL-1505A Tes-
la, laser AUREL AUTOMATION ALS 300L, horkovzdus$na pec HS 62A a inline pec BTU. Parametry pfi vyrobé uhlikovych
nanotrubek byly nasledujici: niklovy katalyzator, depozi¢ni doba 70 s, podklad pro rlst nanotrubic platina. Materidly pouZité na
jednotlivé vrstvy byly pro pracovni elektrodu — uhlik, referentni elektrodu — Ag/AgCl, pomocnou elektrodu — Pt, izolaci — sklo
a ptivodni kontakty — AgPd. Plocha pracovni elektrody byla 0.5 mm2. Pro amperometrické méfeni byl pouZit potenciostat Bio-
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Stat a AUTOLAB ve spojeni s konektory TX721 1115 a Molex 0039532035, kte-
ré jsou urceny pro piipojeni tiSténych elektrod. K vyhodnocovani méfeni byl pou-
Zit program BioStat a GEPES 4.9. Nastaveni parametrt elektrochemické analyzy:
pocet kandld 1, vzorkovaci frekvence 20 sps (vzorkl/s), fad filtru 5. Zékladnim
elektrolytem byl acetatovy pufr o pH 5.

3. Vysledky a diskuse

V experimentech zaméfenych na sledovani interakce ellipticinu a DNA bylo
vyuZito ti§ténych pastovych na nanotrubkovych uhlikovych elektrod. Nejdiive jsme
se zaméfili na sledovani elektrochemického chovéani samotného protinddorového
1é¢iva ellipticinu a DNA. DNA byla analyzovana pomoci rtutové (HMDE) a uhli-
kovych elektrod. Na HMDE byla pozorovana vyrazna elektrochemicka odezva
v piipadé pouZiti acetdtového pufru o niz§im pH. Pozorovany elektrochemicky sig-
ndl odpovidajici redukci adeninu a cytosinu (CA) byl kolem potencidlu —1.5 V.
Pomoci HMDE jsme déle sledovali zmény signdlu DNA v pfitomnosti ellipticinu.
Zaznamendvany signdl DNA se s dobou interakce a koncentraci ellipticinu sniZo-
val. Za pozorované sniZeni signdlu DNA odpovida interkalace ellipticinu do DNA.
Dalsi experiment byl proveden s kovalentné vazanym ellipticinem do struktury
DNA. Pozorovand zména CA signalu byla podle naseho o¢ekdvani vyrazné men-
§i, ale bylo ji moZné jeSté zaznamenat. DalSi experimenty byly provedeny na riiz-
nych typech ndmi navrZenych uhlikovych elektrodich. Nejdiive jsme na uhlikové
elektrody postupné nanéseli riizné koncentrace ellipticinu a ethidium bromidu. Na
ziskanych voltamogramech byly pozorovany oxida¢ni signély kolem potencidlu
600 mV. V dalSich experimentech byla sledovadna interakce DNA s ellipticinem
a ethidium bromidem. Podobné jako interkala¢niho ¢inidla bylo sledovano chova-
ni samotné DNA na uhlikovych elektrodéch.

Ziskali jsme velmi dobfe reprodukovatelné oxida¢ni signdly bazi v DNA. Pomo-
ci navrZzeného postupu bylo mozné detekovat koncentrace DNA pod 1 ug/ml.
V naslednych experimentech jsme se zaméfili na detailni sledovani interakce DNA
s ellipticinem a nebo s ethidium bromidem (zndmé interkala¢ni ¢inidlo). Byl pfi-
praven inkubacni roztok (50 mM fosfatovy pufr, pH 7.4) ke kterému byl piiddm
ellipticin nebo ethidium bromid v koncentraci 10 uM. K takto pfipravené reakéni
smési byla postupné ptiddvana DNA s vzristajici koncentraci (od 0.5 do 10 ug/ml).
Na ziskanych elektrochemickych zdznamech byly pozorovatelné zmény souviseji-
ci s interakci zkoumanych latek s DNA. Signily DNA s rostouci koncentraci ellip-
Obr. 2 ticinu i ethidium bromidu klesaly. Pokles oxida¢nich signaldi bazi DNA jednozna¢ng
Elektrochemicky zaznam interakce souvisi se zménou struktury DNA zpiisobené interakalaci.
1uM ellipticinu s 10 ug/ml DNA

Obr. 1
Ellipticin (5,11-dimethyl+6H-pyridol
(4,3-b)karbazol)

4. Zavér

Elektrochemicka detekce, predstavujici jednoduchy a rychly néstroj pro studi-
um redoxnich reakci byla aplikovana na studium interkala¢nich ¢inidel do DNA (Adam, et al., 2007, Hubalek, et al., 2007, Vite-
cek, et al., 2006). Zjistili jsme, Ze proces interkalace 1ze velmi dobie monitorovat. Experimenty také ukazaly, Ze na uvedenych
elektrodach je mozné analyzovat oddélené jak DNA, tak i interkala¢ni slouceniny.
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