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1. Úvod
Nádorová onemocnûní jsou jednou z nejãastûj‰ích pfiíãin úmrtí v rozvinut˘ch zemích, a proto je hledání vhodn˘ch léãebn˘ch

strategií je jedním z v˘znamn˘ch cílÛ moderní medicíny. Chemoterapeutika jsou ãasto jedinou moÏností léãby u pokroãil˘ch

forem nádorového onemocnûní. Mechanismy úãinku léãiv jsou rÛzné, ale velmi ãasto zasahují do bunûãného dûlení. Je známo,

Ïe malé molekuly (léãiva) mohou s DNA interagovat nûkolika rÛzn˘mi mechanismy, a to vazbou do malého ãi velkého Ïlábku,

pfiímou vazbou s jednotliv˘mi bazemi ãi interkalací do primární struktury polynukleotidového fietûzce. Zjistilo se, Ïe planární

aromatické molekuly se pfiedev‰ím interkalují mezi dvû po sobû jdoucích baze DNA. Tento interkalaãní efekt je v˘znamn˘ v oblas-

ti hledání léãiv aktivních v protinádorové chemoterapii, kam je moÏno zafiadit deriváty ellipticinu. Ellipticin (5,11-dimethyl-6H-

pyridol(4,3-b)carbazole) je alkaloid izolovan˘ z ãeledi rostlin Apocyanaceae (jako jsou Ochrosia borbonica, Excavativa coci-
nea). Prvnû byl izolován v roce 1959 z listÛ stále zeleného stromu Ochrosia elliptica roustoucím v Oceánii. Mezi nejznámûj‰í

a nejpouÏívanûj‰í deriváty ellipticinu patfií 9-hydroxyellipticin, jehoÏ protinádorov˘ efekt byl studován jiÏ pfied tfiiceti lety.

Bûhem intenzivního studia ellipticinu bylo zji‰tûno, Ïe tato látky je schopna aktivovat mutantní p53, coÏ by mohlo mít v˘znam

u zhoubn˘ch nádorÛ s mutací proteinu p53. Navíc fiada jeho derivátÛ vykazuje nejen protinádorové, ale i anti-HIV vlastnosti (Sti-
borova and Frei, 2001). Ellipticin je navrÏen jako potencionální protinádorové léãivo, ale jeho pouÏití je limitováno v˘raznou

toxicitou. Jeho protinádorov˘ efekt je dán interakcí s DNA nebo inhibicí enzymu topoisomerasy II. Po enzymatické aktivaci cyto-

chromy P450 je schopen kovalentní vazby na molekulu DNA (Stiborova, et al., 2007, Stiborova, et al., 2004). Z proveden˘ch

experimentálních studií vyplynulo, Ïe místem kam se aktivovan˘ ellipticin váÏe je deoxyguanosin (Poljakova, et al., 2006, Sti-
borova, et al., 2003, Stiborova, et al., 2007, Stiborova, et al., 2003). Bylo zji‰tûno, Ïe kovaletntí DNA adukty byly pozorovány

u celé fiady bunûãn˘ch linií (Poljakova, et al., 2007).

Cílem této práce bylo studovat chování ellipticinu a jeho interakci s DNA za pouÏití nov˘ch materiálÛ pro pfiípravu mikroe-

lektrod a následnou elektrochemickou detekcí.

2. Materiál a metody
Chemikálie: DNA byla izolována bûÏn˘m postupem (fenol/chloroformovou extrakcí) z bunûãn˘ch linií odvozen˘ch od neu-

roblastomÛ bûÏn˘m postupem. Ellipticin a ostatní pouÏité chemikálie byly zakoupeny od spoleãnosti Sigma-Aldrich. PouÏité

materiály: podkladová destiãka byla vyrobena z korundové keramiky (alumina-96% Al2O3), a pro v˘robu elektrody byly pouÏi-

ty pasty 5545, 9635-HG, 4460 (ESL) a 5874, 7105, BQ221 (DuPont).

Pfii v˘robû ti‰tûn˘ch elektrod byly vyuÏity následující pfiístroje a zafiízení: poloautomatick˘ sítotiskov˘ pfiístroj UL-1505A Tes-

la, laser AUREL AUTOMATION ALS 300L, horkovzdu‰ná pec HS 62A a inline pec BTU. Parametry pfii v˘robû uhlíkov˘ch

nanotrubek byly následující: niklov˘ katalyzátor, depoziãní doba 70 s, podklad pro rÛst nanotrubic platina. Materiály pouÏité na

jednotlivé vrstvy byly pro pracovní elektrodu – uhlík, referentní elektrodu – Ag/AgCl, pomocnou elektrodu – Pt, izolaci – sklo

a pfiívodní kontakty – AgPd. Plocha pracovní elektrody byla 0.5 mm2. Pro amperometrické mûfiení byl pouÏit potenciostat Bio-
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Stat a AUTOLAB ve spojení s konektory TX721 1115 a Molex 0039532035, kte-

ré jsou urãeny pro pfiipojení ti‰tûn˘ch elektrod. K vyhodnocování mûfiení byl pou-

Ïit program BioStat a GEPES 4.9. Nastavení parametrÛ elektrochemické anal˘zy:

poãet kanálÛ 1, vzorkovací frekvence 20 sps (vzorkÛ/s), fiád filtru 5. Základním

elektrolytem byl acetátov˘ pufr o pH 5.

3. V˘sledky a diskuse
V experimentech zamûfien˘ch na sledování interakce ellipticinu a DNA bylo

vyuÏito ti‰tûn˘ch pastov˘ch na nanotrubkov˘ch uhlíkov˘ch elektrod. Nejdfiíve jsme

se zamûfiili na sledování elektrochemického chování samotného protinádorového

léãiva ellipticinu a DNA. DNA byla analyzována pomocí rtuÈové (HMDE) a uhlí-

kov˘ch elektrod. Na HMDE byla pozorována v˘razná elektrochemická odezva

v pfiípadû pouÏití acetátového pufru o niÏ‰ím pH. Pozorovan˘ elektrochemick˘ sig-

nál odpovídající redukci adeninu a cytosinu (CA) byl kolem potenciálu –1.5 V.

Pomocí HMDE jsme dále sledovali zmûny signálu DNA v pfiítomnosti ellipticinu.

Zaznamenávan˘ signál DNA se s dobou interakce a koncentrací ellipticinu sniÏo-

val. Za pozorované sníÏení signálu DNA odpovídá interkalace ellipticinu do DNA.

Dal‰í experiment byl proveden s kovalentnû vázan˘m ellipticinem do struktury

DNA. Pozorovaná zmûna CA signálu byla podle na‰eho oãekávání v˘raznû men-

‰í, ale bylo ji moÏné je‰tû zaznamenat. Dal‰í experimenty byly provedeny na rÛz-

n˘ch typech námi navrÏen˘ch uhlíkov˘ch elektrodách. Nejdfiíve jsme na uhlíkové

elektrody postupnû naná‰eli rÛzné koncentrace ellipticinu a ethidium bromidu. Na

získan˘ch voltamogramech byly pozorovány oxidaãní signály kolem potenciálu

600 mV. V dal‰ích experimentech byla sledována interakce DNA s ellipticinem

a ethidium bromidem. Podobnû jako interkalaãního ãinidla bylo sledováno chová-

ní samotné DNA na uhlíkov˘ch elektrodách.

Získali jsme velmi dobfie reprodukovatelné oxidaãní signály bazí v DNA. Pomo-

cí navrÏeného postupu bylo moÏné detekovat koncentrace DNA pod 1 μg/ml.

V následn˘ch experimentech jsme se zamûfiili na detailní sledování interakce DNA

s ellipticinem a nebo s ethidium bromidem (známé interkalaãní ãinidlo). Byl pfii-

praven inkubaãní roztok (50 mM fosfátov˘ pufr, pH 7.4) ke kterému byl pfiidám

ellipticin nebo ethidium bromid v koncentraci 10 μM. K takto pfiipravené reakãní

smûsi byla postupnû pfiidávána DNA s vzrÛstající koncentrací (od 0.5 do 10 ug/ml).

Na získan˘ch elektrochemick˘ch záznamech byly pozorovatelné zmûny souvisejí-

cí s interakcí zkouman˘ch látek s DNA. Signály DNA s rostoucí koncentrací ellip-

ticinu i ethidium bromidu klesaly. Pokles oxidaãních signálÛ bazí DNA jednoznaãnû

souvisí se zmûnou struktury DNA zpÛsobené interakalací.

4. Závûr
Elektrochemická detekce, pfiedstavující jednoduch˘ a rychl˘ nástroj pro studi-

um redoxních reakcí byla aplikována na studium interkalaãních ãinidel do DNA (Adam, et al., 2007, Hubalek, et al., 2007, Vite-
cek, et al., 2006). Zjistili jsme, Ïe proces interkalace lze velmi dobfie monitorovat. Experimenty také ukázaly, Ïe na uveden˘ch

elektrodách je moÏné analyzovat oddûlenû jak DNA, tak i interkalaãní slouãeniny.
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Obr. 1
Ellipticin (5,11-dimethyl+6H-pyridol

(4,3-b)karbazol)

Obr. 2
Elektrochemick˘ záznam interakce 

1μM ellipticinu s 10 μg/ml DNA
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