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Absztrakt

Az SC ICP-MS mérési modszer Uj lehetdségeket biztosit a daganatellenes hatasu platinaszarmazékok sejtfelvételének vizsgalataban.
Kisérleteinkben harom sejtvonalat exponaltunk kilénbdz koncentracioju ciszplatinnal és karboplatinnal 24 éran keresztil, majd egy Perkin
Elmer NexION2000 ICP-MS késziilékkel mértiik a fémkomplexek sejtek altali felvételét és a sejtek kozotti eloszlasat. Eredményeink azt
mutattak, hogy a kiilonbézd sejtvonalak kildnboz6 mértékben vették fel a platinat azonos ciszplatin koncentracionak valé kitettség esetén.
meghaladott egy bizonyos szintet, minden ciszplatinnal kezelt sejtkultiraban jelent6s sejthalal kdvetkezett be, ami sejtfragmentéciéhoz
vezetett. Akarboplatinnal végzett kisérletek eredményei ellentmondasosak voltak, ezért tovabbi kisérletekre van sziikség karboplatin nagyobb
koncentracioinak alkalmazésaval. Eredményeink tobb korabbi tanulmanyt megerdsitenek, és ravilagitanak az SC ICP-MS modszerben rejlé
lehetdségekre a rakkutatasban.

Abstract

The SC ICP-MS measurement method is a novel approach for investigating the cellular uptake of platinum derivatives with antitumor
activity. In our experiments, we exposed three cell lines to various concentrations of cisplatin and carboplatin for 24 hours. We used a Perkin
Elmer NexION2000 ICP-MS instrument to measure the uptake of these metal complexes by the cells and their distribution among the cells.
Our findings revealed that different cell lines absorbed platinum at varying levels when exposed to the same concentration of cisplatin.
Additionally, increasing the concentration of cisplatin consistently resulted in higher platinum uptake by the cells. However, when the exposure
exceeded a certain level, all cell cultures treated with cisplatin exhibited significant cell death, which led to cell fragmentation. The results
from experiments involving carboplatin have been inconsistent, indicating that further experiments with higher concentrations of carboplatin
are necessary. Our findings corroborate several previous studies and underscore the potential of the SC ICP-MS method in cancer research.

1. Bevezetés

Az alabbi két alfejezetben az ICP-MS és SC ICP-MS
technikakat mutatjuk be egy kicsit nagyobb terjedelemben,
mint ami egy ilyen cikknél szokasos, igyekezve kielégiteni
a méresi technikak részletei irant jobban érdekl6d6 olva-
sok igényeit is.

1.1 Az ICP-MS-rél

Az induktiv csatolasu plazma tomegspektrometria
(angolul inductively coupled plasma mass spectrometry —
ICP-MS) napjaink egyik leggyakrabban hasznalt elema-
nalitikai technikdja. Alkalmazasa kiterjed az élelmiszer és
kornyezeti analitikara; félvezetd, nuklearis, petrolkémiai
és gyogyszeriparra; klinikai és térvényszéki gyakorlatra,
valamint geoldgiai kutatasra. Az ICP-MS technika lénye-
ge, hogy induktiv csatolasu plazmaval (ICP) — mint nagy
hémérsékletl ionforrassal — ionokat allitunk el a tdmeg-
spektrométer (MS) szamara. Szamos elénnyel rendelke-
zik, akar mas elemanalitikai technikakkal 6sszehasonlitva
is. Sok elem egyideji meghatarozasat teszi lehetévé,
kivalé kimutatasi hatarokkal rendelkezik (ppt és ppq tar-
tomanyokrol beszélhetlink), informacioét szolgaltat az
izotép-6sszetételrdl, tovabba nagyon széles linearis tarto-
mannyal rendelkezik (egyes gyartdok 12 nagysagtrendrél
nyilatkoznak), ami f6- és nyomelemek egyideji meghata-
rozasat is lehetévé teszi. Természetesen vannak kihivasai
is. Kihivast jelenthet a minta dsszes oldott anyag tartalma.
A higitas erre ugyanakkor a legtdbb esetben megoldast
jelent, miutan a kivalé kimutatasi hataroknak kdszénhetben

nem romlik jelentésen a mddszer teljesitéképessége. A
mai készllékekben mar a generalt aeroszol argon gazzal
torténd on-line higitasara is lehetéség van, miel6tt az még
elérné a plazmat. A matrix-hatés higitassal, belsé stan-
dard elemek alkalmazasaval, a mérendd elem(ek) vagy
a matrix elvalasztédsaval, esetleg alternativ mintabeviteli
modszerekkel (pl. hidrid generalas) minimalisra csdkkent-
het6. Szintén kihivast jelenthet, hogy bizonyos elemek
ionizacidja a plazmaban nem teljes, amit bizonyos nagy
mennyiségben jelenlévé matrix elemek tovabb csdkkent-
hetnek. Az arzén és szelén ionizaciés hatasfokat példaul
ugy novelhetjuk, hogy az oldatainkhoz (a kalibrald, vak és
referencia oldatokat is beleértve) széntartalmu vegydletet,
leggyakrabban valamilyen alkoholt adagolunk (pl. eta-
nol). Erre a célra hasznalhatunk a kddkamraba bejuttatott
metan-argon keveréket vagy széndioxid-argon keveréket
is. A viszonylag nagy mennyiségben adagolt széntartalom
aztan kiegyenliti a kiléonb6zé mintakban jelenlévd szén-
tartalmak kozotti kulonbségeket is, igy az arzén és szelén
mar minden mintaban kdzel azonos hatésfokkal ionizalo-
dik [1-3].

A legnagyobb kihivast a spektralis interferenciak jelen-
tik, amik jellemz&en izobarok, poliatomos ionok és kettds
toltésl ionok formajaban jelentkeznek. Az ICP-MS tech-
nikaban a spektralis zavarasok csokkentésére szamos
lehetéség kinalkozik. Alternativ mintabeviteli modszerek
és az analit/matrix szeparacid megoldast jelenthetnek.
Ezek ugyanakkor id6igényesek, sokszor nagyon osszetett
mintael6készitést igényelnek és drasztikusan csdkkent-
hetik a meghatarozhat6 elemek szamat. Alkalmazhatunk
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matematikai korrekciokat, amik bizonyos zavarasok
csoOkkentésére kivaldan alkalmasak lehetnek, ugyanak-
kor masokat egyaltalan nem vesznek figyelembe. Kett6s
fokuszalasu ICP-MS készilékekkel elég nagy felbontast
érhetiink el, de nagyobb felbontas esetén (akar két nagy-
sagrenddel) is csokken az érzékenység, masrészt bizo-
nyos spektralis atfedések elvalasztasara (ilyen példaul a
MoO* a Cd*-on) még a legnagyobb elérhetd felbontas sem
alkalmas. A kétezres évek elejétdl terjedtek el az itkozési
és/vagy reakciocellas készilékek. Az Gtkdzeési cellanal a
kvadrupdl tdmeganalizator elétti cellaba (ami lehet okta-
pol, hexapdl vagy kvadrupdl is) hélium gazt vezetiink. A
hélium molekulak a nagyobb méretli poliatomos ionok-
kal nagyobb valoszinliséggel Utkdznek, azokat jobban
lelassitjak, mint a mérend6 elem ionjait, igy azok a kisebb
kinetikus energiajuk alapjan jorészt elvalaszthatok. Ebben
a folyamatban ugyanakkor a mérendé elem ionjainak j6
része sem jut tovabb a tdmeganalizatorba, ezért érzé-
kenység csokkenéssel kell szamolnunk. A reakcidcelldba
vezetett gaz — amely leggyakrabban hidrogén, oxigén
vagy ammonia — vagy az interferal6 ionnal reagal, és igy
a mérendd ion az eredeti tdmegénél detektalhatd, vagy
a mérendd ionnal reagal és a keletkez6 Uj ion tomegénél
torténhet a detektalas. A reakcidk ugyanakkor bonyolultak
és viszonylag nehezen kontrollalhatok [1-3].

1.2 Az SC ICP-MS-rél

Az egyedi sejt (single cell — SC) ICP-MS technika az
egyedi részecske (single particle — SP) ICP-MS technika-
bol fejlédott ki, amely alkalmas fémalapu részecskék gyors
kimutatasara a legkulonfélébb matrixokban és alkalmazasi
tertleteken. Az SP ICP-MS legfontosabb jellemzdje, hogy
lehetdvé teszi a pozitiv toltésl ionok diszkrétimpulzusainak
id6felbontasu detektalasat és mérését mikroszekundumos
(us) adatgyjtési sebességgel. Amikor egy nanorészecske
belép a plazmaba, teljesen ionizalodik, ionkitorés keletke-
zik, amely ICP-MS-sel detektalhaté. Mig a hagyomanyos
ICP-MS folyamatos jelet mér, az SP ICP-MS diszkrét
jeleket vizsgal: egy nanorészecske egy ionkitorést ered-
ményez, a keletkezf jel intenzitasa a részecske méretével
(nm), az impulzusok szama pedig a részecskekoncentra-
cioval (részecske/ml) figg 6ssze. Az SP ICP-MS kulcsa
a gyors, folyamatos mérés, amely a lehetd legkisebbre
csokkenti annak esélyét, hogy egynél tobb részecske egy-
szerre kerUljon kimutatasra és biztositja, hogy a részecs-
kék mindegyike megszamlalasra keriuljon. Ezeket a
feladatokat olyan ICP-MS készlilékekkel lehet elvégezni,
amelyek gyors elektronikat tartalmaznak és kikiiszébolik
a mérések kozott a kvadrupdl tdbmeganalizator stabiliza-
l6dasi idejét. A kdvetkez6k megfontolasa elengedhetetlen
a pontos elemzésekhez: a nem folyamatos detektalas
"kihagy” részecskéket; mig hosszi mintavételi id6kkel
tobb részecske ionjait érzékeli a rendszer ugyanabban a
mérési ablakban. Mindketté pontatlan részecskeméret és
részecskeszam eredményekhez vezet. Egy masik fontos
tényezd a mintaban jelenlévd részecskekoncentracié. A
részecskekoncentracié névekedésével nd annak az esé-
lye, hogy tobb részecske egyidejlleg ionizalodik. Az igy

Iétrejott ionkitorés tobb részecskébdl keletkezik, és nem
lesz reprezentativ a részecskeméretre nézve, mivel a
kapott részecskekoncentracié a valdsagosnal kisebb, a
részecskeméret pedig nagyobb lesz. Nagy részecskekon-
centraciéju mintdkban a higitas a legjobb mddja annak,
hogy minimalizaljuk annak esélyét, hogy tébb részecske
egyszerre érkezzen a plazmaba [4].

A sejtszuszpenziét az SP ICP-MS-hez hasonldan
egy arra célzottan kifejlesztett SC ICP-MS mintabeviteli
rendszeren keresztul porlasztjdk a plazmaba: ahogy egy
sejt belép a plazmaba, a benne 1évd fémtartalom ioniza-
l6dik és a keletkezd ionkitorést az ICP-MS detektalja, a
kordbban leirt adatgydjtési koncepcioét alkalmazva. Az
SC ICP-MS-elemzés sordn minden egyes sejtet egyedi
egységnek vagy részecskének tekintliink, amely sajat
ionkitorést hoz létre. Az SP ICP-MS-hez hasonléan az
optimalis eredmények elérése érdekében bizonyos felté-
teleket figyelembe kell venni a sejtek és a tapkdzegben
oldott anyagok koncentraciojat illetéen. A sejtkoncentra-
ciok esetében el6nyds, ha az 100 000 sejt/ml korul van,
igy minimalizalhato az esélye, hogy tobb sejt egyidejlileg
keruljon detektalasra. Bizonyos esetekben, példaul ami-
kor a tapkdzegben nagy a mérend6 elem koncentracidja,
abban szuszpendalt nanorészecskék vannak jelen, vagy
sok komponensi a tapoldat; szikséges lehet, hogy a
sejteket elkulonitsiik a tapoldattdl, és friss médiumban,
vagy olyan izotonias oldatban szuszpendaljuk ujra, amely
nem tartalmazza a mérendd elemet. Ez segit elkerllni a
magas oldott hattérkoncentraciot, az interferenciakat vagy
a felesleges részecskéket, amelyek elfedhetik az egyes
sejtek altal generalt jelet [4].

Fontos megjegyezni, hogy a kvadrupdl tdmeganaliza-
torral rendelkezé ICP-MS készlilékek esetén a nagyon
gyors detektalas mellett is csak egyetlen elem mérésére
van lehet6ség minden egyes részecskébdl vagy sejtbdl.
Tobb elem egyideji mérését csak még gyorsabb detekta-
lasra képes repulési id§ témeganalizatorral (angolul time
of flight — TOF) rendelkezd ICP-MS készulékekkel lehet
megoldani.

1.3 A kutatas célja és el6zményei

A jelen cikkben bemutatott kutatdsban az elsédleges
célunk az volt, hogy SC ICP-MS mddszer segitségével
vizsgaljuk kilonb6z6 sejtek platina komplex (ciszplatin és
karboplatin) felvételét. Olyan sejtvonalakat hasznaltunk,
amelyek jo6l lemodellezik a platinavegyuletekre érzé-
keny raksejtek (C26, 4T1), valamint a platina komplexek
toxicitasnak legjobban kitett egészséges vesehamsej-
tek (MDCK) viselkedését. Ez a tanulmany jelenti az SC
ICP-MS modszer els6é alkalmazasat az allatgyogyaszati
onkoldgiaban, és — reményeink szerint — megalapoz-
za a human terapiaban egyre inkabb elterjedt egyéb
Pt-komplexek, valamint a kdzelmultban kifejlesztett tumor-
ellenes fémkomplexek allatgyogyaszati szempontbdl tor-
ténd vizsgalatat.

A kulénb6z8d daganatos betegségek nem csak a human
gyoégyaszatban, hanem az allatorvoslasban is egyre
nagyobb jelentéséggel birnak, kilondsen tarsallatok

ISSN: 1215-8410

www.anyagvizsgaloklapja.hu 25



ANYAG, ANYAGSZERKEZET - MATERIAL, MATERIAL STRUCTURE

Anyagvizsgalok Lapja
2024/IV. lapszam

esetében, ahol a vezetd halalokok kézé sorolhatdk [5]. Id6s
allatokban a rak el6fordulasanak gyakorisaga gyakran az
emberekét is felllmulja: epidemioldgiai kutatasok szerint a
10 év feletti kutyak 40-50 %-a ilyen jellegl betegség miatt
pusztul el [6]. A daganatos betegségek felllreprezentalt-
saga a tarsallatokban részben magyarazhato azok kiugré-
an magas élettartamaval vadon él6 rokonaikhoz képest. A
szelektiv tenyésztés hatasa vilagosan latszik: egyes fajtak
esetében egyértelmi genetikai hajlam figyelheté meg
valamely daganattipusra, pl. berni pasztor — szisztémas
és malignus hisztiocitozis, ir farkaskutya — osteosarcoma,
boxer — mastocytoma [7]. Nem tekinthetlnk el az embe-
rekre és tarsallataikra egyidejlleg hatd kiilsé tényez6ktél
sem, pl. légszennyezés, ndévényvéddszerek és egyeb kar-
cinogén behatasok [8]. Ezek ismeretében nem meglepd,
hogy a kutyakat érint6 rakbetegségek nemcsak az emberi
rakbetegségekhez hasonlé valtozatossagot mutatnak, de
gyakran ugyanazok a genetikai mutaciok vezetnek a kiala-
kulasukhoz és tovabb fejl6désiikh6z, valamint hasonléan
reagalnak az egyes kemoterapeutikumokra is [9].

A ciszplatin az allati szervezetben az egyik legaktivabb
daganatellenes szer, amellyel kiemelkedik az egyéb
platinaszarmazékok koézul. Kutydban osteosarcoma,
hugyhdlyag atmeneti sejtes karcinomaja, laphamrak,
melanoma, mesothelioma, carcinomatosis és csirasejtes
daganatok ellen is hatasosnak bizonyult. Macskaban a
standard doézis hirtelen jelentkezd, sulyos tudévizeny6-
hoz és fulladashoz vezethet, ezért naluk a szer ersen
ellenjavalt. Légydgyaszatban kozvetlenll az érintett
szOvetbe juttatva alkalmazzak laphamrak és szarkoidok
kezelésére [10].

A karboplatint a ciszplatinbdl fejlesztették ki azzal a
céllal, hogy kikliszoboljék annak szamos mellékhatasat
hasonlé tumorellenes aktivitas mellett. Csdkkent toxicita-
sa és viszonylagos koltséghatékonysaga miatt szélesebb
kérben hasznalt szer, mint az elédje. Az American Animal
Hospital Association (AHAA) legfrissebb (2016-o0s) onko-
I6giai iranyelvei mar csak a karboplatint javasoljak, mint
rakellenes platinavegyuletet. A ciszplatinhoz hasonléan
hatasos osteosarcoma, melanoma, valamint szamos szar-
koma és karcindma ellen, beleértve az emésztétraktus, a
blzmirigy és a prosztata karcinémait [11].

A platinaszarmazékok az atipikus alkilalészerek kézé
tartoznak. Tumorndvekedést gatld és citotoxikus hatasuk
elsésorban a DNS-szintézis gatlasa altal valosul meg. A
ciszplatin a citoplazmaba valé bejutasakor aktivalédik
azaltal, hogy a klorid-csoportjait vizmolekulakra cseréli
ki. Az igy keletkez6 molekula er8sen elektrofil, igy affi-
nitassal rendelkezik a fehérjék szulfhidril-csoportjaihoz
és a nukleinsavak nitrogéndonor atomjaihoz. Mivel két
kotéhellyel is rendelkezik, egy-egy ciszplatin molekula
egyszerre két purinbazist kot meg, amellyel szalon beluli
és szalak kozotti keresztkotéseket alakit ki a DNS-ben.
A DNS térbeli konformacidja ettél megvaltozik, amely
akadalyozza a genetikai informacié masolasat, és végl
apoptdzishoz (mely a programozott sejthalal egyik valto-
zata) vezet [12]. A ciszplatin terapias hasznélata soran
szamos mellékhatassal kell szamolnunk, amelyek kozul

vesekarositd hatasa kulondsen komoly klinikai problémat
jelent. Ezt mai tudasunk szerint els6sorban a ciszplatin
vesetubulus hamsejtekben valé akkumulacidja valtja ki,
amely megzavarhatja Uj erek képzddését a vesében és a
proximalis tubulusok karosodasahoz vezethet, elsésorban
oxidativ stressz indukcidja és a pro-inflammatorikus fakto-
rok tultermelése altal. A sejtekben valé felhalmozodasban
kiemelt szerepet jatszik a szerves kationok aktiv elva-
lasztasaért felelés OCT2 transzporter ciszplatinhoz valo
affinitasa, amely serkenti annak felvételét [13]. A karbo-
platinban a két klorid-csoport helyét egy ciklobutan-dikar-
boxilat csoport veszi at, amely nagyobb kémiai stabilitast
kélcs6ndz a molekulanak vizes kdzegben. A ciszplatinnal
ellentétben nem Iép kdlcsbnhatasba a vesetubulus-ham-
sejtek OCT2 receptoraival, igy nem jut be nagy mennyi-
ségben a tubulushamsejtekbe. Ez jelentésen csdkkenti a
vesekarositd hatasat a ciszplatinhoz képest. Ugyanezen
farmakokinetikai tulajdonsagok miatt viszont a szervezet-
bél valo Urllése szinte kizardlag a glomerularis filtracios
ratan, vagyis a paciens vesefunkciojanak épségén mulik,
ami felveti a felhalmozdédas miatti toxikdzis veszélyét.
A helyzetet sulyosbitja, hogy a karboplatin ciszplatinnal
nagyobb kémiai stabilitisa csdkkenti annak affinitasat a
DNS nukleofil kétéhelyeihez, ami nagyobb dézisok alkal-
mazasat teszi szukségessé [14].

Sejtek Pt komplex felvételének mennyiségi meghataro-
zasa régota fontos kérdés a tudomanyos kdzosségben.
A hagyomanyos modszer szerint a Pt-vegylilettel kezelt
sejteket egy bizonyos inkubaciés idészakot kdvetéen enzi-
matikus emésztésnek vagy savas feltarasnak vetették ala.
Ezutan valamilyen elemanalitikai technikakat alkalmaztak
[pl. atomabszorpcids spektroszkdpiat (AAS), induktiv csa-
tolasu plazma atomemisszids spektrometriat (ICP-AES)
vagy ICP-MS-t], hogy meghatarozzak a Pt-koncentraciot
a teljes sejtkulturaban. Ezzel a médszerrel azonban lehe-
tetlen megmérni az egyes sejtek altal felvett Pt mennyisé-
gét, és a sejtek kozotti Pt-koncentracié jelentbs eltéréseit
sem lehet kimutatni. A kozelmultbeli fejlesztések eredmé-
nyekeként a kereskedelmi forgalomban is megjelentek
olyan SC ICP-MS készulékek, amelyekkel lehetséges
fémkoncentraciok mérése az egyes sejtek szintjén [4].
Az SC ICP-MS technikat mar korabban sikeresen alkal-
maztak kulénb6z6 tipusu és eredetl egysejtl rendszerek,
példaul emberi [15-17] vagy mas emlds sejtvonalak [18],
baktériumok [19,20], élesztbk [21,22] vagy egysejtl algak
[23-26] elemzésére: azok asvanyi elemtartalmanak és
eloszlasanak meghatarozasara [15], ezist nanorészecs-
kék [16] felvételének, krom specieszek [17] eloszlasanak,
kvantumpontok [18], nyomelemek [21] és szelén [22]
rézalapu algacidokkal [25] torténé kezelést kdvetben a réz
koncentracidjanak meghatarozasara.

Stephan és munkatarsai SC ICP-MS-t alkalmaztak cisz-
platin felvételének mérésére ciszplatin érzékeny A2780,
valamint ciszplatin-rezisztens A2780/CP70 petefészekrak
sejtvonalakban. A sejteket 30 uM ciszplatin koncentracio-
nak tették ki 1, 2, 4 és 8 oran keresztll. A varakozasoknak
megfeleléen a ciszplatin-érzékeny A2780 sejtek id6vel
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fokozott ciszplatinfelvételt mutattak a ciszplatin-rezisztens
A2780/CP70 sejtekhez képest [27]. Corte Rodriguez és
munkatarsai 2017-es tanulmanyukban ugyan ezeken a
sejteken azt vizsgaltak, hogy kulonbozd ciszplatin-kon-
centracidok hogyan befolyasoljak a sejtvalaszt [28]. Lim és
munkatarsai 2022-es tanulmanyukban tovabb vizsgaltak a
ciszplatin, a karboplatin és az oxaliplatin kildnb6z6 sejtek
altali felvételét [29]. Galé és munkatarsai els6ként hasz-
naltak a moddszert ciszplatinfelvétel mérésére nem csak
teljes sejtekben, hanem izolalt sejtmagokban is [30].

2. Anyag és modszer

2.1 Hasznalt sejtvonalak, azok tenyésztése és
elokészitése a mérésekhez

A C26 egér colorectalis karcindbma egy évtizedek o6ta
hasznalt sejtvonal, amelynek 1975-0s megalkotasa fontos
mérfoldkd volt a karcinogén-indukalt daganatok kutatasa-
ban. Jelenleg els6sorban a daganatos betegségekkel jaro
senyvesség, valamint a colorectalis karcinomak terjedé-
sének mechanizmusait vizsgaljak ennek a sejtvonalnak
a segitségével, de szintén kivalé modell az egyes tumor-
ellenes szerek teszteléséhez. Tobb in vivo kisérlet igazolja
a C26 platinavegyuletekkel szembeni érzékenységét [31],
amely idedlis tesztalannya teszi a jelen kutatasban.

A 4T1 egér eml6karcinoma sejtvonal figyelemre méltd
tumorigenitassal és invazivitassal rendelkezik, és képes
spontan attétet képezni az emlémirigyben Iévé elsddleges
tumorbdl, tdbbek kozott nyirokcsomodkba, vérbe, majba,
tudébe, agyba és csontba. Jelenleg a tripla-negativemlérak
legfontosabb kisérleti modellje; a daganatok proliferacioja,
az attétképzés, de még a sejtek molekularis jellemzdi is
nagyfoku hasonlosagot mutatnak a human tripla negativ
emlékarcinomaval [32]. Ezen kivll bizonyitottan j6l reagal
a ciszplatinra és a karboplatinra, amelyeknek moédositott
formait is tesztelték mar ezen a sejtvonalon [32, 33].

Az MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) sejtvonal egy
spaniel vesetubulus-sejtieibél szarmazik, és kulcsfon-
tossagu in vitro modellként szolgal kiulénb6zé gydgy-
szerészeti tanulmanyokban. Az MDCK-sejtek képesek
szoros, polarizalt hamrétegek kialakitasara, igy kivaldéan
alkalmasak az epithelium altal alkotott védelmi vonal és
a sejtpolaritas tanulmanyozasara, ami nélkilézhetetlen a
hamsejtek metabolikus és transzportfolyamatainak meg-
értéséhez. Ezen kivul a bélhamsejtekhez hasonlé felszivd
képességgel rendelkeznek, igy megbizhatonak bizonyul-
tak a gyogyszer-transzport mechanizmusok vizsgalataban
is [34]. Az eredetUkbdl adéddan a platinavegylletek toxi-
citdsanak vizsgalataban is fontos szerepet kaptak az évek
soran: tobb kutatécsoport vizsgalta ezeken a sejteken a
ciszplatin vesekarosité hatasanak mechanizmusait.

A sejttenyésztés soran sejtfenntartdé médiumként Dul-
becco’s Modified Eagle’s Medium — high glucose tapta-
lajt (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) és 10 %-os
borjusavot (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Német-
orszag) hasznaltunk, amelyhez 1%-nyi antibiotikum-an-
timikotikum oldatot (Corning, Glendale, AZ, USA) ada-
goltunk. A mérések el6tt a sejteket 25cm?-es standard

sejttenyészté flaskaban (TPP Techno Plastic Products
AG, Trasadingen, Svajc) tartottuk, majd standard hatlyukud
lemezekre (Sarstedt, Nimbrecht, Németorszag) helyeztik
at és 24 6ran at inkubaltuk. Ezutan ciszplatin 1 mg/ml és
karboplatin 10 mg/mL infuziéval (Accord Healthcare Inc.,
Raleigh, NC, USA) exponaltuk a sejteket 24 6ran keresz-
tul, 10, 20 és 40uM koncentraciészinteken. A letapadt
kulturakat tripszin-EDTA (0,25 % tripszin — 2,21 mM EDTA)
oldattal (Corning, Glendale, AZ, USA) oldottuk le a lemez
aljarél, majd friss sejtfenntarté médiumban szuszpendal-
tuk, végul 1000rpm sebességgel 2 percig centrifugaltuk
Hermle Z3000K standard laboratériumi centrifugaval
(Hermle LaborTechnik GmBH, Németorszag). A lelle-
pedett sejteket ezutan 10ml PBS (phosphate buffered
saline) oldatban reszuszpendaltuk, amelyet Purite Select
Fusion 160 BP viztisztité berendezés (SUEZ Water Tech-
nologies & Solutions, Trevose, PA, USA) altal eléallitott
nagytisztasagu vizbdl (18,2 MQ/cm), valamint natrium-klo-
rid (NaCl), kalium-klorid (KCI), kalium-dihidrogén-foszfat
(KH,PO,) és natrium-dihidrogén-foszfat (Na,HPO,) (Merck
KGaA, Darmstadt, Németorszag) sokbal allitottuk dssze;
majd ismét centrifugaltuk. Az SC ICP-MS mérések el6tt
PBS hozzaadasaval nagysagrendileg 100 000sejt/ml
koncentraciot allitottunk be. Az SC ICP-MS mérések soran
a sejtek fragmentalddasanak megakadalyozasara iranyu-
16 kisérletben a sejteket glutaraldehiddel fixaltuk, miutan
ciszplatinnal exponaltuk &ket. A glutaraldehidet 0,75
tdmegszazalékos koncentracioban adtuk a sejtszusz-
penziéhoz a masodik PBS-ben torténd reszuszpendalas
soran [35]. Ezt kdvetéen egy tovabbi centrifugalasi és
reszuszpendalasi épést végeztink.

2.2 Mikroszképos elemzés, sejtszamlalas és
SC ICP-MS mérés

Az exponalt tenyészetek morfoldgiai jellemzéit Olympus
gyartmanyu, IX70 tipusu inverz faziskontraszt-mikroszkép-
pal vizsgaltuk, s a sejtekrél Euromax CMax Pro kameraval
képeket készitettik. A sejtszamot az elsé kisérletek soran
Burker-kamraval, a késébbiekben egy Merck gyartmanyu
Scepter™ 3.0 tipusu kézi sejtszamoldval monitoroztuk.

A sejtek platina(ll) komplex-felvételét és a komplex
sejtek kozotti megoszlasat PerkinElmer NexION2000
(PerkinElmer, Shelton, USA) ICP-MS-sel mértik, amelyet
egyedi sejt meghatarozashoz alkalmas mintabeviteli rend-
szerrel (CytoNeb porlasztd, kvarc Single Cell kddkamra),
valamint méré- és értékeld szoftverrel (Syngistix) szerel-
tink fel. Errél tovabbi részletek az 1. tablazatban talalha-
tok. A készuléket a mérések el6tt 0, 1, 2, 4 ng/ml koncent-
raciokban platinat tartalmazé PBS oldatokkal kalibraltuk,
amelyeket 1000mg/l-es platina standard oldatbdl (VWR
Chemicals, Radnor, PA, USA) allitottunk el6. A mintabevite-
li hatékonyséag ellendrzéséhez és a sejtkoncentracio kalib-
raciojahoz arany nanorészecskék 1,1x107 részecske/ml
koncentracioju kolloid oldatabol (PerkinElmer, Shelton,
USA) 100-szoros higitassal készilt PBS oldatot hasznal-
tuk. A mintabevitel soran a mintakat 50 mil-es tveg f6z6-
poharakba toltéttuk ki és ESP tipusi magneses keverdvel
(VELP Scientifica Srl, Usmate, Olaszorszag) kevertik.
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Minden el6készitett sejtszuszpenzié esetén harom parhu-
zamos SC ICP-MS mérést végeztink.

1. tablazat: Az SC ICP-MS mérbkésziilék alapbeallitasai és az
SC ICP-MS mérési médszer f6bb paraméterei

Paraméter Erték

Mintabevitel térfogatarama 10 pL/min

RF teljesitmény 1600 W

Porlaszt6 gaz (argon) térfogatarama* 0,3-0,35 L/min

Porlasztasi segédgaz (argon) térfogatarama 0,7 L/min
Monitorozott platina izotop 195Pt
Integrécié§ ablak.(_az egyes s":laerk’ plat’jqa"tartalma altal 50 us

generalt analitikai jel ,gy(ijtésének” idétartama)

Mérési idé (ameddig a platina cstcsokat ,gyditjtik”) 60s

Mintabeviteli hatékonysag** 35-50%

8-21ag™ Pt/

Kimutatasi hatar ) .
részecske vagy sejt

* Mérési naponkeént valtozott a késziilék optimalizalasatol figgden.
** Mérési naponként valtozott, elsésorban a készulék érzékenységétdl és a hattértdl fiiggden.
*** ag: attogramm, 10-18 gramm

3. Eredmények és értékelésiik

3.1 Az SC ICP-MS médszer alkalmazhatésaga

allati sejtvonalak platina-komplex felvételének
mérésében

A ciszplatinnal végzett kezdeti kisérletek mérési ered-
ményeinek attekintésekor nyilvanvaléva valt, hogy az SC
ICP-MS névekvd ciszplatin expozicioknal névekvé sejtkon-
centracidkat észlelt. Ez a jelenség részben magyarazhaté
a nagyobb expozicids szintekkel, amelyek kdvetkeztében
tobb sejtben éri el a felvett Pt mennyisége a Pt kimutata-
si hatarat. A szoftver altal szamitott sejtszamok azonban
gyakran irredlisan nagyok voltak, kulonésen a 40uM
ciszplatinnal kezelt kulturak esetében. A kontrollmintakon
végzett Burker-kamras sejtszamlalas megerdsitette, hogy
az SC ICP-MS altal meghatarozott koncentraciok pontat-
lanok voltak a nagyobb expoziciés szinteknél.

A készulék mikodési elvének ismeretében arra a kdvet-
keztetésre jutottunk, hogy a sejtfrag-
mentacié a legvalésziniibb magya-
razat a fenti megfigyelésekre. Annak

megerositették ezt a feltételezést. A sejtek szamanak SC
ICP-MS-sel mért latszolagos névekedése a Pt citotoxikus
hatasanak tulajdonithaté. igy a mért sejtszam az ép sejtek
és a sejtfragmentumok dsszegét jelenti. Az utolsé kisér-
leteinkben Scepter™ 3.0 kézi sejtszamlalot hasznaltuk az
intakt sejtek és a sejtfragmentumok megklilénboztetésére.
Ez a készllék kulonb6zd mérettartomanyokban szamolja
a részecskéket, és hisztogramok segitségével megjele-
niti az egyes méretfrakciokban 1évd részecskék szamat
(1. abra).

4
Dia

n pm

Dia

Test 19 25-Sep-24

Dia. in

Test 15 25-Sep-24

pm in pm

Test 20 25-Sep-24

471, 10 uM ciszplatin 4T1, 20 uM ciszplatin 471, 40 uM ciszplatin

Dia. in pm

Test 11 25-Sep-24
C26, 20 uM ciszplatin

Test 9 25-Sep-24
C26, 10 uM ciszplatin

Test 13 25-Sep-24
C26, 40 pM ciszplatin

0
4 8 12
Dia. in pm

Test 25 25-Sep-24
MDCK, 40 pM ciszplatin

in pm Dia. in pm

Test 24 25-Sep-24
MDCK, 20 pM ciszplatin

Test 22 25-Sep-24
MDCK, 10 puM ciszplatin

1. abra: Ciszplatinnal kezelt sejtkulturak sejtszamlalasi
eredmeényei hisztogrammokon abrazolva

A ciszplatin C26 sejtek altali felvételét harom kilonbo-
z8 koncentracio szinten, teljesen flggetlen kisérletekben
vizsgaltuk ugy, hogy minden kisérletet friss sejtkulturaval
kezdtlnk. Egy esetben, amikor a sejteket fixaltuk, a minta
el6készitése is eltért. A fliggetlen kisérletek eredményeit a
2. tablazatban foglaltuk 6ssze.

2. tablazat: SC ICP-MS mérések eredményei (n=3), ciszplatin felvétele C26 sejtek altal
fliggetlen kisérleti napokon

érdekében, hogy megakadalyozzuk (f(iszplatin Kisérleti Leggyakoribb Atlagptt';o'mgg, Median Kir::utgtési ) Sejt-
itek szétesését az SC ICP-MS or}c«_ept- nap tomeg,_ ag Pt/sejt tomeg,_ atar,_ anentraclo
a _Se] ; ) g o racio ag Pt/sejt ag Pt/sejt ag Pt/sejt (részecske/ml)
mintabevitel soran, a sejtkulturakat 1 p” P 210 ” PETS—
glutaraldehiddel fixaltuk az irodalmi nep * AETRED
ajanlasokat kévetve [35]. Ebben az 10 uM 2. nap* 8 521+ 34 208 8 1,5E+05 % 1,7E+04
ellenérzé kisérletben nem talaltunk 3. nap 15 559+29 315 15 3,5E+04 £ 1,9E+03
jelent6s kuldnbséget a mért sejtsza- 1. nap 210 583 + 34 310 10 2,3E+05 + 1,7E+04
mokbanazazonos ciszplatinkoncent- 20 uM 2. nap* 208 1087 + 25 408 8 4,2E+05 + 2,0E+04
racionak kitett, kozel azonos szamu 3. nap 315 692 + 45 415 15 1,5E405 + 8,6E+03
sejtet ttalrtf]lmazo fm'”tak :‘,Oz_?tt' 'IE,Z 4.nap 318 924 + 43 48 18 5,3E+05 + 1,8E+04
rr ragmentacio valo-
arra utal, nogy a fragmentacio vajo 40 uM 2. nap* 208 1789 + 35 408 8 5,1E+05 + 4,1E+04
szinlleg mar a Pt-vegyuletekkel tor-
3.nap 415 1363+ 134 515 15 4,1E+05 + 4,6E+04

tént expozicié soran bekodvetkezett.

A mikroszkc')pos vizsgélatok késébb * A sejteket glutaraldehiddel fixaltuk
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2000

3. tablazat: SC ICP-MS mérések eredményei (n=3), ciszplatin felvétele

1800 4 C26 sejtek altal fliggetlen kisérleti napokon
Q
R -
%1600 - Ciszplatin  Leggyakoribb Atlag Median . .
g 1400 1 Sejtvonal koncent- tomeg, témeg, témeg, S?;g:gg:::;;ﬁ;o
0 racio ag Pt/sejt ag Pt/sejt ag Pt/sejt
~ 1200 -
& 1000 10 uM 15 318+ 68 115 5,8E+04 + 6,2E+03
§ 800 4 4T1 20 M 215 632 + 56 315 6,5E+04 + 1,2E+03
5 600 1 40 uM 315 732+85 415 1,8E+05 + 2,7E+04
g
2 400+ 10 uM 115 559 + 29 315 3,5E+04 + 1,9E+03
® 200 C26 20 uM 315 692 + 45 415 1,5E+05 + 8,6E+03
0- 40 uM 415 1363 £ 134 515 4,1E+05 + 4,6E+04
C2610pyM C2620uM  C2640 uM
10 uM 15 425 + 31 215 4,1E+04 + 8,3E+03
2. abra: C26 sejtek altal atlagosan felvett Pt MDCK 20 UM 215 834 + 45 415 3,4E+04 + 9,1E+02
mennyiségek és azok szorasa kiilbnb6z6é mérési
ennyiségek és azok szorasa kilonboz6 mérés 40 uM 515 1846 + 140 715 4,4E+05 + 3 2E+04

napokon (n=3)

A fuggetlen kisérletek soran gydjtott adatokat alapos
elemzésnek vetettlik ala kuloénbdzd statisztikai modsze-
rek alkalmazésaval. Ezeket az elemzéseket azonban
korlatozta a kis mintanagysag, ami inkonzisztens kovet-
keztetésekhez vezetett. Végul az adatok kiértékelésekor
egyszerl 6sszehasonlitasokat végeztink. Eredményeink
egyértelm( kapcsolatot mutatnak a ciszplatin expozicié és
a Pt felvétel nagysaga kozott a C26 sejtekben. A nagyobb
ciszplatin koncentraciok kovetkezetesen a Pt sejtekben
val6 mennyiségének megndvekedését eredményezték
minden egyes kisérleti napon. Amikor kétszeres plati-
na-expozicié hatasait vizsgaltuk, azt figyeltik meg, hogy a
sejtekben — valamint a sejtfragmentumokban 20 uM vagy
nagyobb ciszplatin-expozicié esetén — a platina mennyi-
sége megduplazédott, ami erés dézis-valasz kapcsolatra
utal. A kimutatott sejtek szamaban azonban jelent6s elté-
rés volt tapasztalhatd, amit els6sorban a sejtek fragmenta-
|[6dasa eredményezett. Az ugyanazon a kisérleti napon SC
ICP-MS-sel végzett parhuzamos kisérletek eredményei jo
egyezést mutattak, a relativ szoras (RSD) jellemz6en 10 %
alatt maradt. A kilénb6z6 mérési napokon azonban jelen-
tésebb kulonbségeket figyeltink meg az eredményekben,
az RSD értékek 20 % és 35 % kozott valtoztak (2. abra). Ez
a valtozékonysag 6sszhangban van a szakirodalomban
[28,29] kdzdlt eredményekkel, és megszokottnak tekint-
hetd in vitro kisérletekben. A bemutatott széras értékek-
bél arra kovetkeztethetiink, hogy az SC ICP-MS mérési
modszer reprodukalhatéosagat — legalabb is az altalunk
elvégzett kisérletekben — a

160

torténd elemkoncentracid meghatarozasoké (ami termé-
szetesen mindig matrix figg6 is), ugyanakkor teljesiti a
hasonld6 moédszerektdl elvartakat. A kilonb6zd kisérleti
napokon a median témegben csak kisebb kilonbségeket
tapasztaltunk.

3.2 A ciszplatin felvétele kiilonb6z6 sejtvonalak
altal

A 3-6. abrakon a ciszplatinnal kezelt sejtek Pt-felvételét
hisztogramokkal szemléltetjlik, az adatokra 3 paraméte-
res Gauss-gorbéket illesztettlink. A kiilénb6z6 sejtvona-
lak Pt-felvételének grafikus 6sszehasonlitasahoz csak a
10 uM ciszplatin kezelés eredményeit hasznaltuk, mivel ez

100

B 10 uM ciszplatin
80 B 20 uM ciszplatin
B 40 uM ciszplatin

60

gyakorisag
))

40

o 1k MLMLMH

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

ag Pt / részecske

3. abra: Platina eloszlasa 4T1 sejtekben
24 6ras ciszplatin kezelést kbvetéen

120

sejtkulturakkal végzett kilon-
b6z6 miveletek (Ggy, mint
passzalas, tripszinezés, sej-

140 B 10 pM ciszplatin
B 20 pM ciszpaltin
120 B 40 pM ciszplatin

B 10 uM ciszplatin
B 20 pM ciszpaltin
B 40 pM ciszplatin

<3
S

100

tek Ujrafelvétele és mosasa),
melyek a minta-el6készités
[épéseinek tekinthetbk az
adott analitikai munkafolya-
matban, nagyobb mérték-
ben befolyasoljak, mint a
nagymiszeres elemzés. Ez 0
utdbbinak a reprodukalhaté-
saga kissé rosszabb, mint a
,hagyomanyos” ICP-MS-sel

80

gyakorisag
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4. abra: Platina eloszlasa C26 sejtekben
24 Oras ciszplatin kezelést kbvetben

gyakorisag
3 8

&
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5. dbra: Platina eloszlasa MDCK sejtekben
24 oras ciszplatin kezelést kévetben
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6. abra: A platina eloszlasa kiilbnbéz6

sejtvonalakban 10 uM ciszplatin koncentracioval
tértént 24 oras kezelést kbvetéen

volt az egyetlen olyan kezelés, amely egyik sejtvonalban
sem eredményezett fragmentaciot (6. abra). A 3. tablazat
tartalmazza az SC ICP-MS mérésekbdl nyert legfonto-
sabb informaciokat a sejtek Pt-felvételére vonatkozéan,
beleértve a leggyakrabban rogzitett, atlagos és median
tomegeket. A klilénbdz6 sejtvonalak altal atlagosan felvett
Pt mennyiségeket és azok szérasat oszlopdiagrammon is
szemléltetjik (7. abra).

2500

2000 -

1500 1

1000 1

500 4

Pt koncentracid, ag / részecske

10 uM

20 pM 40 M

7. abra: : Kiilbnb6z6 sejtvonalak altal atlagosan
felvett Pt mennyiségek és azok szérasa (n=3)

Az azonos ciszplatin-koncentracionak kitett azonos sejt-
vonalon végzett harom parhuzamos SC ICP-MS mérés
eredményei minimalis eltérést mutattak. A sejtek altal fel-
vett atlagos Pt-tdmegek atlaganak és a sejtkoncentraciok-
nak a relativ szérasai altalaban 10 %-nal kisebbek voltak.
A varakozdsoknak megfeleléen a sejtekben 1évé
Pt mennyisége nagyobb ciszplatin expozicié ese-
tén nétt, valamint a kildnb6zé sejtvonalak kuldn-

fel a platinat. A4T1 és az MDCK sejtvonalakban a sejtkon-
centracio hirtelen névekedése 40 uM ciszplatin expozicio
esetén volt megfigyelhet§, mig a C26 sejtvonalban ez a
novekedés mar 20 uM expozicié esetén bekdvetkezett. Ez
a jelenség a ciszplatin citotoxikus hatasanak tulajdonitha-
t6, amely sejtfragmentaciéhoz vezethet. A mérérendszer
a sejtfragmentumokat egyedi részecskékként detektalta. A
sejtszamlalo altal az 5um alatti tartomanyban azonositott
részecskék szamanak jelentés novekedése a novekvd
ciszplatin expozicidéval egyutt alatdmasztja a fragmen-
taciés hipotézist (1. abra). Ugyanakkor ésszerli az a
feltételezés, hogy a sejtfragmentumok kevesebb platinat
tartalmaztak, mint a még ép sejtek. Ez a feltételezés kilo-
ndsen nyilvanvald a 4T1 és a C26 sejtvonalak esetében,
ahol a latszdlagos sejtkoncentracio hirtelen ndvekedése
nem allt aranyban az atlagos Pt-felvétel mérsékeltebb
ndvekedésével.

A4T1 sejtvonal esetében a ciszplatin expozicio 10 yM-rél
20 uM-ra torténd novelése a ciszplatin felvételének egye-
nesen aranyos ndvekedését eredményezte. A 10 és
20 uM-nal mért kdézel azonos sejtkoncentraciok, amelyek
nem kulénboztek jelentésen a sejtszamlalo altal rogzitet-
tektél, arra utalnak, hogy ezeken a szinteken még nem
kovetkezett be a sejtek fragmentacioja. Ezzel szemben a
C26 és MDCK sejtekben megfigyelt atlagos intracellularis
platina koncentracio linearis ndvekedése magasabb cisz-
platin expoziciok esetén — figyelembe véve a sejtfragmen-
taciét is — arra utal, hogy ezek a sejtek szinte kontrollalat-
lanul vehették fel a ciszplatint ilyen koncentracidknal. Ez
a viselkedés a sérult sejtek transzportmechanizmusainak
zavaraival magyarazhatd, amelyek megakadalyozzak,
hogy a sejt az intracellularis platinat aktiv transzporttal
hatékonyan eltavolitsa.

3.3 A karboplatin felvétele kiilonb6z6 sejtvonalak
altal

A 8-11. abrakon a karboplatinnal kezelt sejtek
Pt-felvételét hisztogramokkal szemléltetjiik, az adatokra
3 paraméteres Gauss-gorbéket illesztettiink. A kiilonb6z6
sejtvonalak Pt-felvételének grafikus dsszehasonlitasahoz
a 20uM karboplatin kezelés eredményeit hasznaltuk (11.
abra). A4. tablazat tartalmazza az SC ICP-MS mérésekbdl

4. tablazat: SC ICP-MS mérések eredményei (n=3), ciszplatin felvétele
C26 sejtek altal fiiggetlen kisérleti napokon

b6z6 mértékl platinafelvételt mutattak kiilénb6zé

Karboplatin  Leggyakoribb Atlag Median

. . . Gl Lo Seit |k t 16 6 t6 Sejtkoncentracié
expoziciés szinteken (3-5. abra). A kulonb6zé ejtvona oncent- omeg, omeg, omeg, részecske/ml
(részecske/ml)
e . .. . e o racio ag Pt/sejt ag Pt/sejt ag Pt/sejt
sejttipusok atlagos Pt-tomegének kuldnbségei
altalaban kicsik voltak. Figyelemre mélto, hogy a 101M 21 12£9 121 44E+04£63E+02
4T1 sejtek minden expozicids szinten kisebb atla- 4T 20 uM 2 1o+5 121 14E+05 £ 8,6E+03
gos Pt-tartalmat mutattak a masik két sejttipushoz 40 uM 2 1M9+7 121 2,3E+05 +7,9E+03
képest. 10 uM 21 126 % 11 121 3,1E+04 + 1,9E+03
A legtdbb esetben eltérés volt az SC ICP-MS C26 20 M 21 220 + 44 121 3.7E+04 + 3 9E+03
m(l)dszerr’el mért és a sejtszamlalovaltszamolt 40 UM 321 700 +9 521 6,9E+03 + 11E+03
sejtek szama kozgtt. Az SC’ I_C?P—MS _modszerrel 10 uM Py 161105 121 1 7E+04 £ 1.8E404
kapott kisebb sejtkoncentraciok egyik oka az,
) MDCK 20 uM 21 108 +2 121 1,5E+05 + 4,4E+03
hogy a szoftver nem vette figyelembe azokat a
40 uM 21 646 + 302 321 5,6E+03 + 2,2E+03

sejteket, amelyek a kimutatasi hatar alatt vették
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250 nyert legfontosabb informaciokat a sejtek Pt-felvételére
vonatkozdan, beleértve a leggyakrabban rogzitett, atlagos
300 =3 10 uM karboplatin . .y .
=31 20 M karboplatin és median tdmegeket.
250 st i itz i A karboplatinos kisérletek eredményei nem mutattak

ugyan olyan konzisztenciat, mint a ciszplatinnal végzettek.
Bar tobb esetben tapasztaltunk egyértelmi novekedést a
felvett platina mennyiségében névekvd karboplatin expo-
zici6é hatasara, ezt a megfigyelést a sejtkoncentraciok ala-
kuldsa nagyban arnyalta.

A karboplatinnal kezelt 4T1 sejtekben a leggyakrab-

gyakorisag

0 50 100 150 200 250 300 350 ban mért platinatémeg, az étlag és a median is stagnélt
ag Pt / részecske a 10, 20 és 40uM-os expozicidknal, mig az SC ICP-MS
8. dbra: Platina eloszlasa 4T1 sejtekben altal kimutatott részecskeszam nétt. Bar a tenyészetek
24 o¢ras karboplatin kezelést kbvetben mikroszkopos képe (12. abra) nem mutatott jelentés seijt-
” halalt, a sejtszamlaléval mért részecske koncentraciok és
a higitas alapjan vart értékekhez képest joval nagyobb
60 =3 10 uM karboplatin ., . igy n s .
&= 20 uM karboplatin részecskeszam arra utal, hogy itt is térténhetett bizonyos
bt ikl i mérték(l fragmentacié. A C26 sejtek platinafelvétele 10 és
g
% 30
T
20 4
10
0+ {
0 50 100 150 200 250 300 350
ag Pt / részecske
9. abra: Platina eloszlasa C26 sejtekben
24 orés karboplatin kezelést kbvetéen
s - 20 1 barbopiatia
1 40 uM karboplatin
200
£ w
a
100
50 4
0.

0 50 100 150 200 250 300 350

ag Pt / részecske

10. abra: Platina eloszlasa MDCK sejtekben
24 orés karboplatin kezelést kévetéen

gyakorisag

] S o 4 Wi PR SSARTP
0 50 100 150 200 250 300 L 3 L ) ,
T — 12. abra: C26 sejtek morfolégiai képe karboplatin kezelés
hatasara, 24 oras expozicié utan, 100X és 200X-os nagyitasban
11. abra: A platina eloszlasa kiilénbdzé sejtvonalakban 20 uM (A, B: kezeletlen kontroll, C, D: 10 uM karboplatin,
karboplatin koncentracioval tértént 24 oras kezelést kbvetéen E, F: 20 uM karboplatin, G, H: 40 uM karboplatin)
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20 uM kozétt csak kis mértékben nétt, 20 és 40 uM kozott
minden mutaté szerint jelentds névekedés tortént. Az SC
ICP-MS altal mért sejtszam ekdzben 10 és 20 uM kozott
stagnalt, majd 40puM-nal hirtelen toredékére csokkent.
Ez ellentmond mind a mikroszképos vizsgalattal kapott,
szinte sejtpusztulas-mentes képnek, mind a sejtszam-
lalas eredményének. Hasonld jelenséget figyeltink meg
az MDCK sejtvonalban. Az MDCK sejtek platinafelvétele
kozel azonos volt 10 és 20 uM-os karboplatin expozicional,
mik6zben a kimutatasi hatar feletti mennyiségl platinat
felvett sejtek szama jelentésen nétt. 40 uM-nal azonban
varatlan csOkkentést tapasztaltunk az SC ICP-MS altal
érzékelt beutések szamaban, ami nagyon kis sejtszamot
eredményezett. A mérékészulék hibajanak (pl. a porlaszté
eltomddése) kizarasat kovetéen egy lehetséges magyara-
zat, hogy a karboplatinnal kezelt sejtek alacsonyabb pla-
tinafelvételébdl adédoan a fragmentacio soran keletkezett
részecskék tdbbsége nem tartalmazott mérheté mennyi-
séget, s ehhez a ciszplatinos mérésekhez képest
valamivel nagyobb kimutatasi hatar (21ag) is hoz-
zgjarulhatott. A sejtvonalak kdzotti kildnbségek és a
kézi sejtszamlalé altal mutatott adatok alapjan az is
elképzelhetd, hogy egy, nagyobb kdrnyezeti platina-
koncentraciok mellett fellépd rezisztenciamechaniz-
mussal allunk szemben. Az bizonyos, hogy tovabbi
kisérletek — ugyan ekkora és nagyobb karboplatin
expoziciok alkalmazasaval — szikségesek annak
érdekében, hogy egyértelmien meghatarozzuk a
karboplatin kilénb6z6 koncentracidinak kitett sejtek
Pt felvételét és a sejtekre gyakorolt hatasat.

3.4 A mérési eredmények 6sszevetése a
szakirodalommal és a mikroszkopos
megfigyelések tapasztalataival

Az SC ICP-MS-sel mért adatok és a hisztogramok B
alapjan valamennyi sejtvonalnal megallapithatd,
hogy a fokozott expozicié vagy a mérheté mennyi- °
ségl platinat felvevd sejtek nagyobb szamat, vagy az
egyes sejtek altal felvett nagyobb platina mennyisé-
get, vagy mindkettét eredményezte. Eredményeink
megerésitik  korabbi  tanulméanyok eredményeit,
a sejtek altal felvett platina atlagos mennyisége
hasonlé nagysagrend(i volt a mi kisérleteinkben,
mint a korabbiakban [28-30]. Ugyanakkor fontos
megjegyezni, hogy a korabbi kisérletekben mas
sejtvonalakat hasznaltak. SC ICP-MS-t még nem
alkalmaztak az &ltalunk hasznalt sejtvonalak plati-
na-komplexek felvételének vizsgalatara. A hisztog-
ramok alapjan nem dénthet6 el egyértelmiien, hogy
a sejtek platinafelvétele normalis vagy lognormalis
eloszlast kévet-e; a Gauss-gorbék azonban meg-
feleléen illeszkednek az eloszlasokra. Figyelemre
méltd, hogy minden esetben egyes sejtek vagy
sejtrészletek — annak ellenére, hogy elhanyagolhaté
mennyiségben voltak jelen — az atlagnél lényegesen
nagyobb platinafelvételt mutattak. A sejteken belll
felhalmozodott Pt mennyisége prediktiv értékd volt
tenyészetben fellépé sejthalalozasra nézve, amely

jol szemlélteti, hogy a platinavegytiletek citotoxikus hatasa
erésen flugg a sejtekbe vald bejutas hatékonysagatol [12].
Tovabba, egyértelmien kirajzolodott a karboplatin és a
ciszplatin hatéserfssége kodzotti kuldnbség. A karbopla-
tinnal kezelt sejtek azonos koncentracidszinteken kisebb
platinamennyiségeket vettek fel, sok esetben a kimutatasi
hatér alatt. A mikroszkdpos vizsgalatok eredményei ennél
is markansabb eltéréseket mutattak (12, 13. abra).

A mikroszkopos felvételeken lathatd, hogy a kezeletlen
C26 sejtek a lemez aljara tapadnak, ors¢ alakuak, egy-
séges, egy sejtrétegi kulturat nem képeznek. Ciszplatin
kezelés hatasara a sejtek a koncentraciétol figgé meér-
tékben lekerekednek és felvalnak az aljzattdl, a médi-
umban lebegd gémb formaban jelennek meg. A 40uM
ciszplatinnal exponalt sejttenyészetekben jelentés sejt-
pusztulas figyelheté meg, amelynek kodvetkezményeként
tulnyomérészt fényes, apoptotikus sejteket, valamint a
sejteknél kisebb térmelékszemcséket latunk (13. abra).

S P 9s o D > o ¢ K Y R

13. abra: C26 sejtek morfolégiai képe ciszplatin kezelés hatasara,

24 6ras expozicio utan, 100X és 200X-os nagyitasban
(A, B: kezeletlen kontroll, C, D: 10 uM ciszplatin,
E, F: 20 uM ciszplatin, G, H: 40uM ciszplatin)
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A karboplatinnal kezelt sejtek morfologiaja ezzel szem-
ben alig valtozik a kezeletlen kontrollhoz képest, még a
40 uM-os expozicional vizsgalt tenyészetben is. Az apop-
totikus alakok és a lathatd sejttérmelék mennyisége a
ciszplatinnal kezelt tenyészetekéhez képest elenyészé
(12. abra).

A mikroszképos vizsgalatok és az SC ICP-MS mérési
eredmények alapjan kutatasunk alatamasztja a szakiroda-
lomban és a klinikumban egyarant ismert tényt, miszerint
azonos koncentraciok és expozicios idék mellett a ciszpla-
tin citotoxikus hatasa messze meghaladja a karboplatinét
[14]. Tekintettel arra, hogy a karboplatint altalaban a ciszp-
latinhoz képest tizszeres dozisban alkalmazzak, valamint,
hogy a karboplatinnal exponalt sejteken végzett kisérletek
tobb esetben ellentmondasos eredményeket adtak, min-
denképp érdemes a tovabbiakban nagyobb karbopla-
tin-koncentraciok mellett is megismételni a kisérleteket.

Az eredmények részletes értékelésének korlatot szab,
hogy az SC ICP-MS csak az egyes sejtvonalak platinafel-
vétele kozotti kilonbség kimutatasara alkalmas, a kulénb-
ség okanak felderitésére nem. Kilénb6zé transzportme-
chanizmusok [36] és a sejtmembran strukturalis valtozasai
[37] fontos szerepet jatszanak a platinafelvételben csak-
ugy, mint a sejtkarosodasban és a rezisztencia esetleges
kialakulasaban, de ezekkel kapcsolatban az SC ICP-MS
mérési eredményekbdl nem kapunk informaciot.

4. Osszefoglalas

Az egyes sejtvonalak kétféle platina komplex felvételé-
nek vizsgalata soran a kovetkezéket tapasztaltuk:

1. Az SC ICP-MS technika hatékony a platina komple-
xek sejtek altali felvételének és sejtek kdzotti elosz-
lasanak tanulmanyozasara, és szamos elényt kinal a
hagyomanyos mddszerekhez képest. Az eredmények
értékeléséhez azonban mas technikakra, példaul mik-
roszkopiara és sejtszamlalasra is sziikség van.

2. A kilénb6z6 sejtvonalak azonos platina komplex
expoziciok esetén kilonbozé6 mértékben vették fel a
komplexeket, melyet a sejtekben mért kilonb6z4 plati-
na mennyiségek igazoltak.

3. Nagyobb platina komplex koncentracioknak kitett sej-
tek nagyobb mértékben vették fel a citosztatikumokat.
Tobb sejtvonal esetén az 6sszefliggés egyenesen
aranyos volt bizonyos koncentracio tartomanyokban.

4. Ciszplatin expozicié esetén adott koncentracid szint
felett nagymeértéki sejt elhalast tapasztaltunk minden
sejtvonalnal, mely nagymérték( fragmentaciéhoz, ez
utodbbi pedig az SC-ICP-MS mddszer altal a valédinal
nagyobb szamu sejt észleléséhez vezetett.

5. A ciszplatint mindegyik sejtvonal nagyobb mértékben
vette fel, mint a karboplatint.

A fenti tapasztalatokat a korabban masok altal publikalt
eredmények altalaban jol alatamasztottak. Bar a tapasztalt
Osszefliggések sejtszintli folyamatokkal térténé magya-
razatat az alkalmazott vizsgalati moddszerekkel nyert
eredmények nem teszik lehetévé, az elvégzett kutatas,
és hasonlé — mas fémkomplexek felvételének vizsgala-
tara iranyuld kutatasok — szamszerisitheté eredményei a

gyakorlatban is hozzajarulhatnak fémkomplexeket alkal-
mazo rakterapias eljarasok tovabbi fejlesztéséhez.

A cikk Szaboé Julianna Flora 2024-es Tudomanyos
Diakkori dolgozatanak felhasznalasaval készlilt.

Koszonetnyilvanitas

A tanulmany az Allatorvostudomanyi Egyetem stratégiai
kutatasi alapja (SRF-001 sz. tamogatas) tamogatasa-
val készllt. Ez a cikk a Bolyai Janos Kutatasi Osztondij
tamogatasaval készult. Kbszonjuk a PerkinElmer vallalat
és a Per-Form Hungaria Kft. munkatarsainak segitségét a
technikai kihivasok megoldasaban.
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