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Аннотация

Изучено взаимодействие алкалоидов на примере аймалина с ДНК, иммобилизо-
ванной в составе амперометрического биосенсора. Комплексообразование алкалоида с
нативной иммобилизованной формой ДНК позволяет проводить его эффективное кон-
центрирование из определяемых растворов. Найдены оптимальные условия концен-
трирования и условия реактивации биосенсора для его многократного использования.
Предложена методика определения индольного алкалоида аймалина, применяемого в
качестве кардиопрепарата и обладающего цитостатическим действием, с использова-
нием разработанного ДНК-сенсора. Методика отличается чувствительностью, хорошей
воспроизводимостью и экспрессностью.

Ключевые слова: амперометрический биосенсор, нативная ДНК, алкалоид, айма-
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Введение

Электрохимические биосенсоры на основе ДНК получили широкое рас-
пространение в химическом анализе [1–5]. Их применение оказалось очень
перспективным при анализе как высокомолекулярных биологически активных
веществ [1, 6–8], так и низкомолекулярных [9–12]. Особое значение приобрели
ДНК-сенсоры в анализе лекарственных средств [13–15]. Многие алкалоиды,
используемые как лекарственные средства, могут быть определены с помощью
таких биосенсоров.

Цель настоящего исследования – разработка биоаффинного метода опреде-
ления индольного алкалоида аймалина на основе предложенного амперометри-
ческого биосенсора, содержащего нативную ДНК.

1. Экспериментальная часть

1.1. Материалы и методы. Вольтамперометрические определения прово-
дились с помощью вольтамперометрической системы SVA-1BM-01 «Анали-
тик» (Болгария). Рабочим электродом служил стационарный стеклоуглеродный
электрод (СЭ) либо разработанный ДНК-сенсор, в котором мембрана с иммо-
билизованной нативной ДНК (н-ИДНК) закрепляется на поверхности СЭ [16].
Электрод сравнения – насыщенный каломельный электрод (н.к.э.). Растворенный
кислород удаляли из исследуемых растворов током аргона в течение 15 мин, во
время регистрации вольтамперограмм газ пропускали над раствором.
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Использовали ДНК эритроцитов цыплят фирмы “Reanal”: соотношение N/P
1.6–1.7. Растворы ДНК с концентрацией 0.01 мг/мл в физиологическом раство-
ре (0.9%-ный раствор NaCl) готовили по точной навеске. Концентрацию рас-
творов ДНК определяли спектрофотометрически по поглощению при λ = 258 нм.

Использовали следующие химические реагенты и растворы: перекристал-
лизованный аймалин, растворенный в диоксане, нитрат целлюлозы (НЦ) ФТ-30
типа коллоксилин марки ч. со средним содержанием азота 11.5–12%; органиче-
ские растворители высокой чистоты марки х.ч. (ацетон, толуол, гексан, диок-
сан) и 25%-ный раствор глутарового альдегида фирмы “Reanal”, раствор пер-
хлората лития. Исследуемые растворы готовили по точной навеске и методом
последовательных разбавлений.

1.2. Приготовление биочувствительной части амперометрического
ДНК-сенсора. Образцы н-ИДНК получали путем растворения навески НЦ в
системе органических растворителей при постоянном перемешивании на маг-
нитной мешалке с последующим добавлением водного раствора нативной ДНК
(н-ДНК) и раствора глутарового альдегида для химического связывания моле-
кул н-ДНК с НЦ-матрицей. После этого на поверхности чашки Петри форми-
ровали пленку и высушивали ее в течение 5 мин. Полученные образцы н-ИДНК
хранили в холодильнике при t = 2–5 °С. Биочувствительную часть сенсора, по-
лученную по данной методике, закрепляли на корпусе электрохимического де-
тектора (СЭ) с помощью прижимных колец [16].

2. Результаты и обсуждение

Широкое внедрение в кардиологическую практику индольного алкалоида
аймалина в качестве антиаритмического кардиопрепарата обусловливает необ-
ходимость его чувствительного, точного и селективного определения как в
чистом виде, так и на стадии выделения из растительного сырья, и при лекар-
ственном мониторинге [17]. Однако его анализ хроматографическими и спек-
трофотометрическими методами трудоемок, неэкспрессен, малочувствителен,
часто требует дополнительной экстракции [18–20].

Известно, что аймалин также обладает цитостатическим эффектом, то есть
ингибирует репликацию и транскрипцию ДНК. В его присутствии температура
плавления (начала обратимой денатурации) н-ДНК увеличивается на 2.3 °С,
что свидетельствует об упрочнении связей между двумя цепями спирали ДНК
[20]. Поэтому представляет интерес разработать биосенсор, содержащий натив-
ную ДНК, и биоаффинный метод анализа аймалина на его основе.
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На вольтамперограмме раствора аймалина в 0.1 М LiClO4 на СЭ наблюда-
ется пик его окисления при +0.6 В отн. н.к.э. Процессу окисления аймалина
способствует подающая электронную плотность гидроксильная группа, сосед-
няя с окисляющимся атомом азота [21]. Полученное значение коэффициента
скорости электродного процесса окисления аймалина 0.55 указывает на пре-
имущественно диффузионный характер электродного процесса. Высота этого
пика линейно зависит от концентрации аймалина, но в узком интервале кон-
центраций (1.0·10–4 − 3.0·10–7).

Для расширения области определяемых концентраций и увеличения чувст-
вительности анализа проведено изучение электрохимического поведения айма-
лина в присутствии разработанного амперометрического н-ДНК-содержащего
биосенсора на основе СЭ, получение которого описано в п. 1.2. При введении в
раствор аймалина данного ДНК-сенсора наблюдается уменьшение высоты
анодного пика при +0.6 В за счет комплексообразования аймалина с н-ДНК,
иммобилизованной в составе биосенсора. Комплексообразование происходит
за счет встраивания кольцевой системы алкалоида в двойную спираль ДНК
между плоскостями пар комплементарных оснований гуанин (G) − цитозин (С)
и ее интеркалирования (колебания) между ними. Отсутствие в составе молеку-
лы аймалина углеводной части, в отличие от других интеркаляторов ДНК (на-
пример, дауномицина), приводит к тому, что его молекула не занимает малую
бороздку молекулы ДНК, и облегчается доступ алкалоида к азотистым основа-
ниям, следовательно, легче образуется его комплекс с ДНК.

Образование такого комплекса за счет нековалентных связей на поверхности
ДНК-сенсора свидетельствует о том, что выбранный способ иммобилизации н-
ДНК в составе НЦ-матрицы максимально сохраняет структуру молекул ДНК и
их биологическую активность. Отсутствие спада пика на вольтамперограммах
раствора аймалина, полученных на СЭ с закрепленной на нем НЦ-матрицей, не
содержащей н-ДНК (контрольный опыт), свидетельствует об отсутствии неспе-
цифической сорбции аймалина на матрице-носителе и еще раз подтверждает
специфичность комплексообразования с н-ДНК.

Таким образом, становится возможным проведение эффективного биоаф-
финного концентрирования аймалина из анализируемого раствора с малой
концентрацией на мембране с н-ИДНК в составе биосенсора. Для реактивации
биочувствительной части сенсор после концентрирования помещали в 0.6 М
раствор LiClO4 и вновь снимали вольтамперограмму на ДНК-сенсоре в области
от +0.2 до +0.9 В. Линейное увеличение высоты пика окисления аймалина при
увеличении его концентрации позволяет проводить определение данного алка-
лоида.

Для выбора оптимального времени проведения анализа изучали зависи-
мость высоты тока окисления аймалина после его концентрирования на ДНК-
сенсоре от времени реактивации для разных концентраций алкалоида. На осно-
вании полученных данных было выбрано оптимальное время реактивации (10
мин) (рис. 1).
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Рис. 1. Зависимость величины тока пика при + 0.6 В от времени реактивации ДНК-сен-
сора при различных концентрациях аймалина (моль/л): 1 − 1.0·10–5, 2 − 5.5·10–6, 3 −
1.0·10–7; 0.6 М раствор LiClO4

Методика определения аймалина в модельных растворах.

Проведено определение аймалина в модельных растворах по градуировоч-
ному графику, построенному при выбранных оптимальных условиях. Для этого
амперометрический биосенсор, содержащий н-ИДНК погружали в электрохи-
мическую ячейку с 5 мл раствора аймалина различной концентрации на 15 мин.
Затем раствор аймалина сливали, ячейку промывали фоновым раствором и зали-
вали в нее 5 мл 0.6 М раствора LiClO4, деаэрировали током аргона в течение 10
мин и снимали вольтамперограммы в интервале от +0.2 до +0.9 В (v = 0.5 В/с).
Измеряли высоту анодного пика при +0.6 В. По полученным данным строили
градуировочный график зависимости тока окисления аймалина от его концен-
трации.

Уравнение градуировочного графика зависимости Iп (мкА) от с (моль/л)
имеет следующий вид: Iп = (3.3 ± 0.1)·105·c + (1.67 ± 0.01), r = 0.9997. Линейная
область определяемых концентраций аймалина составляет 1.0·10–5 − 3.0·10–10

моль/л. Нижняя граница определяемых содержаний составляет 3.0·10–10 моль/л
(Sr 0.33). Результаты определения аймалина в модельном растворе представле-
ны в табл. 1. Ошибка определения концентраций на уровне 10–9 моль/л не пре-
вышает 20%, а концентраций на уровне 5.0·10–8 моль/л – 6%. В случае опреде-
ления низких концентраций аймалина объем раствора при накоплении можно
увеличить.

Таким образом, разработан биоаффинный метод определения низкомолеку-
лярного эффектора ДНК – аймалина – с помощью амперометрического н-ДНК-
содержащего биосенсора, найдены оптимальные условия его проведения. Вре-
мя анализа – 25–30 мин. Следует отметить, что селективное определение айма-
лина данным методом возможно в присутствии других  алкалоидов,  потенциал
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Табл. 1
Результаты определения аймалина с помощью БС (n = 5, P = 0.95, tТАБЛ = 2.78)

Введено, × 108,
моль/л

Найдено (с ± δ) · 108,
моль/л Sr tРАСЧ

0.10 0.08 ± 0.02 0.18 2.7
0.25 0.30 ± 0.08 0.21 0.2
1.50 1.6 ± 0.3 0.15 0.9
5.50 5.2 ± 0.4 0.06 2.1
8.00 7.6 ± 0.5 0.05 2.2

окисления которых отличается не менее чем на 250 мВ от потенциала окисления
аймалина. В противном случае требуется дополнительная пробоподготовка.
Данный ДНК-сенсор может быть использован и для определения других алка-
лоидов и цитостатиков, способных встраиваться и интеркалировать между це-
пями ДНК.

Работа выполнена при поддержке РФФИ (проект № 08-03-00749 а).

Summary

S.S. Babkina, N.A. Ulakhovich, H.C. Budnikov. Bioaffinity Method for the Determina-
tion of Alkaloids with Amperometric DNA-Sensor.

The interaction of alkaloids with DNA immobilized into amperometric biosensor has
been studied taking ajmaline as an example. The alkaloid can be effectively concentrated
from analytes due to its complex-forming with native immobilized DNA. The optimal condi-
tions for concentrating and reactivation of the sensor have been found out. The method based
on the developed DNA-sensor has been proposed for the determination of indole alkaloid
ajmaline used as a cardiological medicine and having cytostatic action. The method is char-
acterized by sensitivity, good reproducibility and speed.

Key words: amperometric biosensor, native DNA, alkaloid, ajmaline.
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