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Abstract

This project deals with the monitoring of levels of polyamines that are considered to play very
important role in the cancer growth. The presented work is focused on determination of polyamines
in samples of human colorectal adenocarcinoma cells (LoVo cell line) after treatment with ornithine
decarboxylase (ODC) inhibitors. Polyamines were extracted from the sample and doubly derivatized
using ethyl chloroformate (ECF) and pentafluoropropionic anhydride (PFPA). Derivatives were
subsequently separated by gas chromatography (GC) and monitored with mass spectrometry (MS).
Data were obtained both in TIC and SIM mode. The results demonstrate the effect of ODC inhibitors
on polyamines” synthesis.

Suhrn

Tento projekt je zamerany na sledovanie koncentracie polyaminov, ktoré by mali zohravat
vel'mi doleziti ulohu v raste nadorov. Prezentovana praca sa konkrétne zaobera stanovenim
polyaminov vo vzorkach buniek l'udského kolorektalneho adenokarcindmu (bunkova linia LoVo)
po podani inhibitorov ornithindekarboxylazy (ODC). Polyaminy boli zo vzorky extrahované
a dvojnasobne derivatizované pouzitim ethylchloroformatu (ECF) a anhydridu pentafluoropropionovej
kyseliny (PFPA). Derivaty boli nasledne rozdelené metédou plynovej chromatografie (GC)
a detegované hmotnostnym spektrometrom (MS). Data boli ziskané ako v mode TIC, tak aj v mode
SIM. Vysledky vypovedaji o vplyve inhibitorov ODC na syntézu polyaminov.

1. Uved

Polyaminy st malé, pozitivne nabité molekuly, ktoré nachddzame vo vSetkych zijucich
bunkach. Esencialne s pre eukaryoty, kde plnia niekol'ko dolezitych funkcii, napr. ochrana
funkcii a Struktiry bunkovej membrany, syntéza proteinov a nukleovych kyselin, regulacia
expresie génov a pod. U cicavcov sa prirodzene vyskytujii spermin, spermidin a putrescin,
ktoré vznikaju radou enzymatickych reakcii po¢nuc dekarboxylaciou ornithinu (vid’ obr. 1).

Pre spravne fungovanie celého systému je potrebné udrzovat’ spravnu hladinu polyaminov, ¢o
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Obrazok 1 Syntéza polyaminov u cicavcov
(ODC - ornithindekarboxylasa, SAMDC - S-adenosylmethionindekarboxylasa, SAT -
spermin/spermidin aminotransferasa, PAO — polyamin. oxidaza, GABA — kyselina y-aminomaslova)

je vtomto pripade zabezpecCené negativnou regulaciou ODC — ¢im viac polyaminov je
nasyntetizovanych, tym menej sa tvori ODC. Zvysené hladiny polyaminov vedu k toxicite.
Meduloblastém je jednym znajcastejSie sa vyskytujucich zhubnych mozgovych
nadorov u deti. V 28 % pripadov je nador spdsobeny poruchou intracelularnej signalizacie
cez Sonic Hedgehog protein (SHH), ktory je syntetizovany Purkyiiovymi bunkami v mozgu.
Po naviazani sa na prislusny receptor (PTCH1) sa spusSta kaskdda reakcii, ktord ma
za nasledok syntézu ODC, a teda aj syntézu prislusnych polyaminov, ¢o vedie k proliferacii
nadorovych buniek. Inhibiciou ODC déjde k znizeniu hladiny polyaminov, atym aj

k zastaveniu rastu nadoru (obr. 2) **.
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Na inhibiciu ODC boli pouzité dva rozdielne inhibitory — difluoromethylornithin
(DFMO) a anandamin (AEA). Skiimany bol ich u¢inok na zastavenie syntézy polyaminov
v rozdielnych casovych tsekoch, srozlicnou koncentraciou avVroznych kombinaciach
vo vzorkach LoVo bunkovych linii (bunky l'udského kolorektalneho adenokarcinému).
Polyaminy extrahované zo vzoriek boli dvojnasobne derivatizované pouzitim ECF a PFPA

(obr. 3 a 4) a nasledne rozdelené a detegované GC-MS.

Obrazok 2 U¢inok DFMO (inhibitor ODC) na proliferaciu nadorovych buniek
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Obrazok 3 Prvy krok derivatizacie polyaminov, reakcia prislusného polyaminu s ECF (na obrazku
spermidin)
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Obrazok 4 Druhy krok derivatizacie polyaminov, reakcia derivatu prislusného polyaminu (na obrazku
spermidin) s PFPA

2. Experimentalna cast’

Vsetky pouzité reagencie a rozpustadla boli analytického stupna ¢istoty (p.a.).

2.1 Priprava vzorky

Ked’ze vysledky boli vztiahnuté k poctu zivych buniek vo vzorke, spracovany bol cely
objem prinesenej vzorky, bez ohl'adu na to, ze jednotlivé objemy sa mierne roznili. K 0,6 ml
vzorky (0,05 ml) bolo pridanych 10 pl interného Standardu (1,6-diaminohexén)
0 koncentracii 50 ng/ul a pH bolo upravené pridanim 0,5 ml 7mol/l NaOH. V prvom kroku
boli vzorky derivatizované pridanim 1 ml zmesi dichléormetan a ECF v pomere 20:1.
Po premieSani na vortexe (2 min.) bola vzorka saturovana NaCl. Nasledovala extrakcia
najskor 2 ml ethylacetitu apotom 2 ml diethyléteru. ZmieSané extrakty boli odparené
pod praidom Nj. K odparku bolo pridanych 50 ul PFPA. Druhy krok derivatizacie prebiehal
60 min. pri 70 °C. Vzorka bola nasledne znova odparena do sucha pod pradom N, a odparok

rozpusteny v 50 pl dichlérmetanu.

2.2 GC-MS analyza

Vzniknuté derivaty boli analyzované na plynovom chromatografe Agilent 6850A
spojenym s 5973N kvadrupolovym hmotnostnym detektorom (Agilent Technologies, Palo
Alto, CA, USA). Chromatograficka separacia prebiehala na kolone HP-5ms (5% phenyl —
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95% dimethylpolysiloxane), 30 m x 0,25 mm x 0,25 um (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA, USA). Davkovany bol 1 ul vzorky (splitless mod) pri teplote nastreku 280 °C. Teplotny
program: 70 °C po dobu 2 min., nasledne narast na 180 °C rychlostou 10 °C/min. a opat
narast na 300 °C rychlostou 20 °C/min. Na zaver udrziavanie teploty 300 °C po dobu 5 min.
Nosnym plynom bolo hélium s prietokom 1 ml/min. Spektra boli ziskané elektronovou
ionizaciou s pouzitim energie 70 eV, teplota i6nového zdroja 280 °C, vikuum 10 Torr. Déta
boli zbierané od 11. minuty analyzy, a to ako v méde TIC (rozsah m/z 50-800), tak aj v mode
SIM (obr. 5). Pre analyzu jednotlivych zloziek v SIM moéde boli vybrané hodnoty: putrescin
m/z 405, spermidin m/z 580, spermin m/z 709, N-acetylspermin m/z 637.
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Obrazok 5 Chromatograficky zaznam polyaminov vo vzorke LoVo WT v mode TIC a SIM
(put — putrescin, IS — interny Standard, spd — spermidin, ac-spm — acetylspermin, spm — spermin)
GC-MS podmienky (vid’ kapitola 2.2)
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3. Vysledky a diskusia

Tato praca sledovala zmeny v hladinach vybranych polyaminov vo vzorkach LoVo
bunkovych linii po oSetreni vzoriek inhibitormi ODC — DFMO a AEA. Ako dokézali
predchadzajice sStadie, koncentracia polyaminov je Uzko spidtd srakovinovym bujnenim
a inhibicia ODC — enzymu potrebného prave k syntéze polyaminov — vedie k zastaveniu rastu
nadoru®. Testované boli dve linie bunick Fudského kolorektalneho adenokarcinému — LoVo
WT a LoVo Dx. Zatial’ ¢o prva z nich predstavuje klasické wild type nadorové bunky, druha
linia vykazuje vyssiu odolnost’ nielen k doxorubicinu, ale aj k d’aldim latkam® a mala by tak
simulovat’ realnu situaciu vzniku rezistencie u buniek po podani inhibitoru ODC.

Ziskané vysledky sa vztahuju na mnozstvo zivych buniek pritomnych v testovanej
vzorke. Bunky boli s¢itané pod fluorescenénym mikroskopom po podani latky, ktord
vykazuje fluorescenéné vlastnosti aZ po naStiepeni vnutrobunkovymi esterazami. Tie
u mftvych buniek chybaji®.

Pri testovani wild type linie sa zistilo, Ze 30 uM AEA nema na ODC dostato¢ny
inhibi¢ny uéinok ani po 48 hod. posobenia, a preto bol z d’alsich testov vyradeny. Uginnost
pouzitych inhibitorov na LoVo WT bunkovu liniu mozno sledovat’ na obr. 6. Najlepsi u¢inok
ma 5nmol/l DFMO po 96 hodinach, podobné vysledky v§ak dosahuje aj kombinacia Snmol/l
DFMO s 60umol/l AEA po 48 hodinach. Obr. 7 potvrdzuje vyssiu odolnost’ LoVo Dx linie
na podanie inhibitorov v porovnani s wild type liniou. Ani jeden z pouzitych inhibitorov, ¢i
ich kombinécia, vSak Vv tomto pripade nedokazala znizit' koncentraciu dvojice polyaminov
acetylspermin a spermin.

Pri oboch testovanych linidch je zaujimavostou odozva koncentracie polyaminov
po podani niektorych inhibitorov, ktora sa prejavi len poklesom koncentracie putrescinu
a spermidinu. Hladiny acetylsperminu a sperminu ostavajii nezmenené, resp. sa v grafe javia
ako zvySené. Pre hlbSie pochopenie dejov veducich k tymto vysledkom je potrebny dalsi
vyskum. Ziskané vysledky st doleZzitou sucastou projektu a naich zaklade budi planované
d’alsie pokusy s cielom najst’ ¢o najvhodnejsi inhibitor ODC, ktory by v ¢o najkratSom Case
asco najmenSim zataZenim organizmu viedol k inhibicii syntézy polyaminov, atym

k spomaleniu ¢i zastaveniu proliferacie nadorovych buniek.

4. Zaver

Na zaklade vysledkov predchadzajuceho vyskumu, ktoré¢ svedcia o uzkej spojitosti
medzi syntézou polyaminov a rastom nadoru, bola testovana ucinnost’ inhibitorov ODC
na syntézu polyaminov vo vzorkdch LoVo bunkovych linii. Polyaminy boli po extrakcii

zo vzorky dvojnasobne derivatizované, rozdelené metodou plynovej chromatografie
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Obrazok 6 U¢inok inhibitorov ODC na syntézu polyaminov vo vzorkach LoVo Wt
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a detegované kvadrupdlovym hmotnostnym spektrometrom. Ziskané vysledky budu pouzité

pri planovani d’alSich pokusov.
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